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RESUMO

A ordem Primata (Primates) compreende dois clados maiores que divergiram ha
aproximadamente 87 Ma: Strepsirrhini e Haplorrhini. Dentre os Haplorrhini, Platyrrhini é
0 Unico clado cujas espécies habitam o continente Americano, enquanto os Catarrhini
habitam os continentes Africano e Asiatico. Platyrrhini compreende trés grandes familias
(Atelidae, Cebidae e Pithecidae) e teve origem ha ~43 Ma. Trata-se de um clado altamente
diverso no que tange tanto a biologia, o que em parte reflete os biomas que habitam. Este
trabalho apresenta duas abordagens evolutivas tendo como alvo espécies de primatas,
particularmente aportando novos dados de genotipagem e sequenciamento em espécies de
Platyrrhini. A primeira abordagem desta dissertacdo refere-se a um estudo de
caracterizacdo de diversidade genética em duas populagdes da espécie Sapajus libidinosus,
que produz e utiliza ferramentas de forma proficiente, principalmente populaces que
habitam o Parque Nacional da Serra da Capivara. Aqui, investigamos 10 STRs
previamente descritos para Cebus capucinus, dentre os quais 9 se demonstraram
polimorficos para S. libidinosus. Os resultados de diversidade genética apresentados nesta
dissertacdo séo preliminares; no entanto, ressalta-se que os valores de Ppy e Pup)SIBS
indicam que estes loci provavelmente serdo sensiveis o suficiente para as descricdes
genealdgicas das populacdes desta espécie. A segunda abordagem investiga a evolugéo do
gene STATZ2, importante para a resposta imune antiviral, e como mudancas evolutivas na
respectiva proteina podem estar associadas a diversos desfechos relacionados & infeccéo
por flavivirus, ja que ha notavel diferenca entre primatas e roedores. Para isso, analisamos
a sequéncia codificadora de STAT2 e particularmente de seu dominio SH2 em 28 espécies
de roedores e 49 espécies de primatas, considerando dados disponiveis (NCBI e
ENSEMBL) e dados originais (SH2 de 19 espécies de Platyrrhini foram obtidos). O
alinhamento foi feito no programa MEGA 7, seguido de andlises de selecdo positiva por
ramos e no sequenciamento completo nos softwares PAML e Datamonkey (MEME e
RELAX). O algoritmo fastcov foi utilizado para analises de coevolucgdo entre os sitios de
STAT2 que interagem com a proteina de flavivirus NS5. Cinco sitios sob sele¢do positiva
foram encontrados em primatas e roedores (127, 731, 739, 766, e 780), mas estes ndo se
encontram na interface entre a proteina STAT2 e a proteina viral NS5. SH2 esta
provavelmente sob constricdo evolutiva, jA que o dominio é importante para a funcdo da
proteina no hospedeiro. Evidéncias indicam que roedores provavelmente tém maior
vantagem evolutiva quando comparados a primatas para combater o virus, o que é
corroborado por uma maior diversidade de sitios sob selecdo, maiores taxas evolutivas,
entre outros fatores.



ABSTRACT

The order Primates comprises two larger clades that diverged approximately 87 Ma ago:
Strepsirrhini and Haplorrhini. Among the Haplorrhini, Platyrrhini is the only clade whose
species inhabit the American continent, while the Catarrhini inhabit the African and Asian
continents. Platyrrhini comprises three large families (Atelidae, Cebidae, and Pithecidae)
and originated ~43 Ma. It is a highly diverse clade in terms of biology, which in part
reflects the biomes they inhabit. This work presents two evolutionary approaches targeting
primate species, mainly providing new genotyping and sequencing data in Platyrrhini
species. The first approach of this dissertation refers to a study of genetic diversity
characterization in two populations of the species Sapajus libidinosus, which produces and
uses tools proficiently, mainly in populations that occur in the PNSC. Here, we
investigated 10 STRs previously described for Cebus capucinus, among which nine proved
to be polymorphic for S. libidinosus. The genetic diversity results presented in this
dissertation are preliminary; however, it is noteworthy that the values of Pgpy and Pp)SIBS
indicate that these loci are likely to be sensitive enough for genealogical descriptions of
populations of this species. The second approach investigated the evolution of the STAT2
gene, essential for the antiviral immune response, and how evolutionary changes in the
respective protein may be associated with different outcomes related to flavivirus infection
since there is a notable difference between primates and rodents. For this, we analyzed the
coding sequence of STAT2 and its SH2 domain in 28 species of rodents and 49 species of
primates, considering available data (NCBI and ENSEMBL) and original data (SH2 from
19 species of Platyrrhini were obtained). Sequence Alignment was performed with MEGA
7 program, followed by analyzing positive selection by branches and complete sequencing
using PAML and Datamonkey (MEME and RELAX) software. The fastcov algorithm was
used for coevolution analyses between STAT2 sites that interact with the NS5 flavivirus
protein. Five sites under positive selection were found in primates and rodents (127, 731,
739, 766, and 780), but these are not found at the interface between the STAT?2 protein and
the NS5 viral protein. SH2 is likely under evolutionary constriction, as the domain is
important for the protein's function in the host. Evidence indicates that rodents probably
have a more significant evolutionary advantage when compared to primates to fight the
virus, which is supported by a greater diversity of sites under selection higher evolutionary
rates, among other factors.



1 CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL

A presente dissertacdo é referente a um trabalho realizado durante a pandemia de
Covid-19, nos anos de 2020 e 2021. O projeto inicial descrito a ser desenvolvido durante o
mestrado desta autora ndo pode ser finalizado por questdes de atraso em conseguir insumos
durante a pandemia e, portanto, outro trabalho (ja em andamento desde a graduacdo da
autora) também foi desenvolvido durante o periodo de dois anos do mestrado. Este
trabalho (que est& apresentado aqui no artigo do Capitulo V) ja possuia dados disponiveis
que foram analisados para a composicdo desse trabalho. O trabalho que diz respeito ao
projeto da autora ndo estéa finalizado, mas séo apresentados dados preliminares do mesmo a
fim de avaliar o andamento das analises. Entdo, este trabalho compreende diferentes
abordagens pra resgatar a histéria de Primatas, mais especificamente da parvorder
Platyrrhini (também conhecidos como primatas do Novo Mundo, ou pNM): 1) abordagem
macroevolutiva, envolvendo interacdo entre patdgeno (flavivirus) e hospedeiros (primatas
e roedores) e 2) dados populacionais com microssatélites envolvendo populacGes da
espécie Sapajus libidinosus (Platyrrhini, familia Cebidae; Perelman et al., 2011). Para
englobar ambas as abordagens, esta dissertacdo esta organizada conforme descrito a seguir.

Nesta introducdo, serd abordada a histdria evolutiva de primatas, com especial
atencdo a subordem Platyrrhini. Em seguida, serdo discutidos de forma breve o que se sabe
sobre a relacdo entre primatas e flavivirus; seguido de uma introducdo expandida sobre a
caracterizacdo e comportamento de S. libidinosus.

No Capitulos Il serdo abordados os objetivos para cada uma das abordagens
descritas anteriormente. No Capitulo 11l serd abordada a Metodologia respectiva ao
segundo topico apresentado no primeiro paragrafo desta sessdo, que diz respeito a
evolucgdo de S. libidinosus. No Capitulo 1V, serdo apresentados Resultados e Discussdo
preliminares com relacdo a este estudo, contendo dados populacionais da espeécie.

E importante ressaltar que uma introduc&o mais especifica com relagio ao topico de
coevolucdo de primatas, roedores e flavivirus, assim como sua metodologia, objetivos,
resultados e discussdo especificos serdo apresentados no Capitulo V, em que estard
exposto o artigo publicado “Evolutionary analysis of the anti-viral STAT2 gene of primates
and rodents: Signature of different stages of an arms race” na integra. Neste artigo,

abordamos a corrida armamentista evolutiva entre flavivirus e primatas, incluindo



roedores. Escolhemos estudar mais afundo estes dados principalmente devido a uma
necessidade da comunidade cientifica durante a pandemia de Covid-19 de se voltar para o
aprendizado da evolugdo de virus. Nesse sentido, apresentaremos no Capitulo V nossa
contribuicdo para o entendimento da co-evolucdo entre os principais flavivirus e seus

hospedeiros mamiferos, e no Capitulo VI uma breve conclusao geral.

1.1 Breve Introducéo a Caracterizacdo e Evolugdo de Primatas

Os primatas tiveram origem entre ~80-90 milhdes de anos (Ma) e o clado
compreende dois grandes grupos que divergiram ha aproximadamente 87 Ma: Strepsirrhini
(Lorisiformes, Chiromyiformes e Lemuriformes) e Haplorrhini (Tarsiiformes, Platyrrhini e
Catarrhini) (Perelman et al., 2011). Um segundo estudo estimou que provavelmente
primatas compartilham um ancestral comum entre ~71-63 Ma (Springer et al., 2012).
Tampouco ha um consenso quanto ao ndmero de espécies que o clado Primata
compreende, mas 0s nimeros se encontram entre ~261-377 (Perelman et al., 2011), sendo
a sua taxonomia bastante complexa — mais dados podem ser encontrados em Perelman et
al. (2011). Segundo Springer et al. (2012), a origem dos primatas no geral, Haplorhini,
Catarrhini, e Hominoidea se deu mais provavelmente no continente Asiatico, sendo que o
mais recente ancestral de primatas provavelmente habitou a Eurasia. No que diz respeito a
origem de Strepsirrhini, os dados apontam para uma maior probabilidade entre o
continente Asiatico e Madagascar (Springer et al., 2012).

Enguanto Platyrrhini é o Unico clado de primatas que habitam as Américas (por isso
também conhecidos como primatas do Novo Mundo), a parvorder Catarrhini compreende
espécies que habitam os continentes Africano e Asiatico. Em sua maioria, espécies do
clado Platyrrhini habitam ambientes de floresta, enquanto as espécies pertencentes ao clado
Catarrhini podem habitar uma variedade de ambientes, incluindo florestas, savanas e areas
abertas (Ross, 1991). Estima-se que a divergéncia entre os clados Platyrrhini e Catarrhini
ocorreu entre ~43 e 46 Ma (Finstermeier et al., 2013; Perelman et al., 2011).

De forma geral, as taxas de substituicdo globais de nucleotideos em primatas é
6,163 x 10 substituicBes/ sitio/ Ma (Perelman et al., 2011). No entanto, as taxas
evolutivas entre os clados de primatas ndo permanecem as mesmas ao longo da filogenia.
A hipétese de diminuicdo de taxas evolutivas em determinadas linhagens teria surgido a

partir da ideia de que, ao aumentar a complexidade das formas de vida ao longo do tempo,



novas e complexas funcdes que evoluiram deveriam ser mantidas para que a vida pudesse
permanecer, diminuindo as taxas evolutivas em determinadas linhagens evolutivas
(Goodman, 1985). Perelman et al. (2011) ressaltam que ha uma diminuicdo de taxas
evolutivas em todo o clado de Catarrhini quando comparados a Platyrrhini e Strepsirrhini.
Esses resultados sdo também confirmados por Moorjani et al. (2016), que constatou taxas
evolutivas mais aceleradas em Platyrrhini quando comparados aos demais primatas.

Uma caracteristica importante de primatas é o grande tamanho cerebral comparado
ao tamanho corporal, o que tem implicagdes na sua fisiologia, ecologia e atributos
anatdomicos (Melchionna et al., 2019). Os tecidos cerebrais requerem grande quantidade
energética para funcionar e, por isso, mudancas na dieta também estdo presentes em
organismos com grandes cérebros. De acordo com Melchionna et al. (2019), durante a sua
historia evolutiva, primatas experienciaram tendencias de “(1) aumento de tamanho
corporal, (2) aumento na encefalizacdo [...], (3) menores taxas de extin¢do, (4) maiores
taxas de especiacdo, e (5) hominideos se destacam pelo seu cérebro excepcionalmente
grande e por padroes de encefalizagdo mais intensos.” (Melchionna et al., 2019, p. 20,
traducdo livre). Essas caracteristicas sdo exclusivas do grupo e estdo ligadas a sua forma de
vida, ecologia, etologia e desenvolvimento.

Devido a sua similaridade biologicas e proximidade filogenética aos humanos,
primatas ndo-humanos (ou pNH) sdo de grande importancia para pesquisas em um grande
namero de areas (King et al., 1988). De acordo com um levantamento realizado em 2010,
individuos do género Macaca sdo 0s mais comuns em centros de pesquisa dos Estados
Unidos (EUA), sendo a espécie mais utilizada Macaca fascicularis, seguida de Macaca
mulatta (Lankau et al., 2014). A Figura 1, retirada de Lankau et al. (2014) demonstra o
panorama geral de pNH utilizados em pesquisas nos EUA entre 2010 e 2012.
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Figura 1. Retirada de Lankau et al., (2014), por isso as legendas estdo em inglés. Nimero de primatas ndo
humanos adquiridos entre 2010 e 2012 por instala¢des de pesquisa hos EUA. Em cinza, individuos
adquiridos por criagdo em outras instalagdes dentro dos EUA; em preto, individuos importados de outros
paises.

A seguir, serdo descritas caracteristicas do clado Platyrrhini, que contém um
conjunto de espécies explorado nos estudos que serdo apresentados nesta dissertacdo. Em
ambas as abordagens feitas para esta dissertacao, sao apresentados dados novos de espécies

de Platyrrhini além daquelas ja descritas na literatura.

1.1.1 Evolucdo da parvorder Platyrrhini

O clado Platyrrhini compreende trés grandes familias de primatas que ocorrem na
America do Sul e Central: Atelidae, Cebidae e Pithecidae. Abrange entre 100 e 125
espécies de pelo menos 16 géneros que tiveram uma radiacdo impressionante entre
Ameérica do Sul e Caribe, apresentando uma diversidade de nichos ecoldgicos, morfologia
e tamanho corporal (Perez et al., 2013). Além disso, o clado compreende espécies com
variadas formas de vida, como aquelas especies que vivem em pares (como Aotus e
Callicebus) ou que vivem em grupos de fémeas (como Brachyteles e Cacajao); e que
ocupam uma variedade de ambientes, desde a Caatinga até florestas Umidas (Duran et al.,
2013). No geral, temperaturas altas durante o inverno e quantidades de chuva durante o ano
sdo os dois fatores mais importantes que se correlacionam a distribuicdo geogréfica do
clado (Duran et al., 2013).

O clado teve origem ha ~43,5 Ma, provavelmente a partir da migracdo de primatas

da Africa pelo Atlantico, sendo que a sua maior diversificagdo (também chamada de
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Crown Age) ocorreu ha aproximadamente 32,8 Ma (Silvestro et al., 2019) — ainda que essa
data ndo esteja totalmente estabelecida, tendo possivelmente sido mais recentemente (R. F.
Kay, 2015; Schrago et al., 2014). Uma das evidéncias mais importantes para essa
conclusdo é um registro fossil de molares encontrados em Santa Rosa, no Peru, datado de
aproximadamente 36 Ma (Bond et al., 2015). Os fosseis encontrados apresentam
semelhancas com os primatas do novo mundo atuais e com espécimes encontradas na
Africa da mesma época, dando suporte a uma ou mais possiveis migragdes pelo Atlantico
(Bond et al., 2015). Fica ainda em aberto se o clado Platyrrhini surgiu, de fato, na Africa e
teve sua primeira diversificacdo nesse continente antes de migrar ao continente sul-
americano ou se o surgimento do clado teria ocorrido posteriormente ja no Novo Mundo.

As evidéncias apontam para um surgimento tropical de Platyrrhini e uma maior
diversificagdo na Amazonia, havendo mais de uma irradiacdo para a Mata Atlantica entre o
Plioceno tardio e o Pleistoceno (Lynch Alfaro et al., 2015). Os autores também sugerem
duas formas de colonizacdo dos Andes pelos Platyrrhini; uma mais antiga, na qual houve
dispersdo para a regido andina antes da total elevacéo, seguida de uma vicariancia e uma
mais recente, a partir do contorno das montanhas (Lynch Alfaro et al., 2015). Mais dados
fosseis poderdo futuramente ajudar a desvendar como ocorreu a expansdo e evolugdo do
clado ao longo do continente americano.

A filogenia do clado Platyrrhini tem sido extensivamente estudada a partir de dados
moleculares h4 pelo menos 40 anos. Entre as caracteristicas particulares de pNM, um
importante estudo realizado por Moorjani et al. (2016) constatou, a partir de analises
considerando o genoma completo de 10 espécies de primatas, que pNM apresentam taxas
de mutacdo neutra em média 1,64x maiores do que aquelas encontradas para homindides
(grupo que engloba chimpanzés, orangotangos, gorilas e humanos), sendo as taxas medias
de mutacéo para pNM de 6,92% (IC: 6,89-6,94%). Os autores sugerem que teria a ver com
menores tempos geracionais em pNM quando comparados a pVM, entre outros
componentes relacionados a sua biologia e ecologia.

Um estudo extensivo considerando tanto regifes autossomicas, como dos
cromossomos sexuais em 186 primatas resolveu grande parte das ddvidas relativas a
filogenia de primatas (Perelman et al., 2011). No entanto, a localizacdo filogenética de
diversos clados de pNM ainda é tema de debates constantes e divergéncias, como a posi¢do
do género Aotus na familia Cebidae (R. F. Kay, 2015; Schneider & Sampaio, 2015). Os
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achados indicam que o ancestral comum dos Pithecideos provavelmente teve origem ha
20,2 Ma, seguindo de Atelideos e posteriormente Cebideos (h& aproximadamente 20 Ma);
subsequentemente em um curto periodo de tempo, a subfamilia Callitrichinae teria

divergido de Aotinae (Perelman et al., 2011).
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Figura 2. Filogenia de Callithrichinae proposta por Schneider et al. (2012).

Com relacdo a evolucdo e filogenia de Callithrichinae, Schneider et al. (2012)
sugerem que um evento de divergéncia hd ~5 Ma teria dado origem a trés clados, Cebuella,
Mico e Callithrix e que Cebuella poderia agrupar, com igual probabilidade, com Mico ou
Callithrix, e, portanto, tecnicamente poderiam ser consideradas 3 linhagens diferentes
(Schneider et al., 2012). A Figura 2 ilustra a filogenia mais suportada a partir das anélise
realizadas por Schneider et al. (2012). No entanto, Perelman et al. (2011) encontrou uma
associacdo maior entre Mico e Cebuella, o que coincide com sua coexisténcia geogréafica
atual na bacia Amazonica. Mais dados ainda precisam ser analisados a fim de suportar uma
conclusdo mais robusta acerta da taxonomia desses trés clados.

No que diz respeito a sua ecologia, as espécies pertencentes ao clado Platyrrhini
apresentam uma grande variedade de nichos ecolégicos. Em sua grande maioria, 0s pNM
sdo arboreos e, com excecdo de espécies do género Aotus, sdo diurnos. Saguis e micos
(subfamilia Callitrichinae) sdo geralmente encontrados em florestas secundarias e habitats
de borda. Esses mesmos grupos apresentam gemelaridade (com filhotes menores do que se
esperaria de acordo com sua massa corporal), cuidado paterno e monogamia (Ross, 1991).

Pitecideos apresentam uma variedade morfoldgica, ecolégica e comportamental

grande. Um exemplo é o comportamento de “predadores de sementes” (do inglés, seed
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predators), ja que extraem as sementes das frutas e as mastigam antes de engoli-las (R.
Kay et al., 2013), sendo este comportamento caracteristico do clado. Enquanto Atelideos
sd80 0s pNM com maior tamanho e massa corporal, Cebideos sdo, em geral, menores.
Callithrichineos (uma subfamilia da familia Cebidae) sdo os menores macacos do Novo
Mundo, e com menor registro féssil (Silvestro et al., 2019).

Caudas prenseis provavelmente evoluiram pelo menos duas vezes dentro nos
Platyrrhini, estando presente em Atelideos e em Cebideos, mais especificamente nos
géneros Cebus, Alouatta, Lagothrix e Brachyteles, ainda que para alguns autores a cauda
de Cebus ainda é considerada semi-prensil (Rosenberger, 1983). Em Atelideos, os géneros
Ateles, Brachyteles e Lagothrix compreendem os primatas que apresentam maior
complexidade em suas caudas com respeito aos musculos, arcos neurais e morfologia das
vértebras (Sehner et al., 2018). Por outro lado, espécies pertencentes ao género Cacajao
possuem menores tamanhos caudais do que o esperado para seu tamanho corporal (Sehner
etal., 2018).

Como pode ser visto a historia dos Platyrrhini é rica e desafiadoras. Com a presente
dissertagdo buscou-se entender melhor aspectos que contribuiriam para seu sucesso
evolutivo, para isso foram realizadas duas abordagens, sendo elas: 1) coevolugdo
flavivirus-primatas (incluindo aqui espécies da ordem Rodentia) em que aportamos dados
novos de Platyrrhini para a realizacdo das analises; e 2) uma abordagem populacional a
partir da investigagdo de uma espécie com diversas peculiaridades, qual seja, S.

libidinosus. As préximas sessfes abordam uma introducdo expandida destes topicos.

1.2 Coevolucdo entre Primatas e flavivirus

Grandes epidemias virais que acometem a espécie humana sdo comuns e acontecem
frequentemente. Em 2016 tivemos a epidemia do virus Zika (ZIKV; um flavivirus),
particularmente no nordeste brasileiro, com desfecho devastador para criancas gestadas em
mées infectadas. Desde 2020, vivemos a pandemia provocada pelo SARS-CoV-2 (um
coronavirus) que tem se mostrado um virus de alta transmissibilidade, evolugéo rapida e
que tem afetado de maneira irreversivel as populagfes humanas ao longo de 2 anos (Tao et
al., 2021). Por isso, entendemos que ha uma emergéncia para se investigar a evolucdo e a
corrida armamentista patégeno-hospedeiro entre virus e mamiferos ao longo da evolugédo

do clado. Dessa forma, € possivel ajudar a elucidar quais sdo 0s componentes evolutivos
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envolvidos nessa coevolucdo e contribuir para um maior entendimento de epidemias que
acometem a espécie humana. Na presente dissertacdo, abordaremos uma investigacao de
coevolucdo de proteinas virais de flavivirus com proteinas de seus hospedeiros mamiferos,
buscando contribuir para o entendimento da comunidade cientifica com relacdo a este
topico.

Flavivirus (familia Flaviviridae, género Flavivirus) sdo um grupo de virus de RNA
de fita simples que inclui uma mais de 70 virus, incluindo uma diversidade que acomete a
espécie humana, incluindo ZIKV, o virus da Dengue (DENV), da Febre Amarela (do
inglés, Yellow Fever Virus, YFV), dentre outros (Williams et al., 2019). Geralmente séo
transmitidos por um intermediario artrépode, como carrapatos ou mosquitos, e foram
responsaveis por severas epidemias que acometeram humanos. Flavivirus sdo divididos em
trés grupos ecoldgicos: o grupo transmitido por mosquito (Mosquito-Borne Flavivirus,
MBFV), o grupo transmitido por carrapatos (do inglés, Tick-Borne Flavivirus, TBFV), o
grupo flavivirus especifico de vertebrado (conhecidos como aqueles que nao se conhece o
vetor) e aqueles conhecidos como especificos de insetos (do inglés, Insect-Specific
Flaviviruses, ISFV) (Villordo et al., 2016).

Virions do género Flavivirus geralmente sdo compostos de um RNA de fita simples
positiva empacotado por um capsideo proteico, cuja por¢do amino-terminal codifica trés
proteinas estruturais do virus, capsideo, membrana e envelope; sendo que o restante do
genoma codifica sete proteinas ndo estruturais (NS1-NS6) (Mukhopadhyay et al., 2005).
Os virus geralmente de aderem a membrana plasmatica das células hospedeiras e adentram
a célula pelo mecanismo de endocitose. Uma vez que o genoma viral é liberado na
intracelularmente, 0 RNA ¢é traduzido em uma poliproteina que é processada por enzimas
do hospedeiro e, posteriormente, do proprio virus, e, uma vez maduro, o virion é liberado
extracelularmente através de exocitose (Mukhopadhyay et al., 2005).

Flavivirus em geral apresentam um mecanismo de acdo de bloqueio, seja através de
inativacdo ou degradacdo, da proteina STATZ2 (do inglés, Signal Transducer and Activator
of Transcription 2), importante para a transcri¢cdo de genes de resposta antiviral (Wang et
al., 2020). A proteina STAT2 normalmente é fosforilada a partir de uma resposta antiviral
mediada por Interferon do Tipo | (IFN-1) e forma um complexo proteico com outras duas
proteinas (STAT1 e IRF9), que em Ultima instancia se transloca ao nucleo e serve como

fator de transcricdo de genes que identificam e combatem os virus (Grant et al., 2016). Ao
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inibir o funcionamento da proteina STATZ2, os Flavivirus evitam o funcionamento de parte
do mecanismo de defesa antiviral inato de mamiferos, impedindo a transcricdo de uma
diversidade importante de genes fundamentais para que esta ocorra.

Primatas ndo-humanos (pNH) sdo especialmente importantes para investigacoes de
patdgenos que acometem a espécie humana, principalmente devido a sua biologia similar e
proximidade filogenética. Nesse sentido, ao longo dos anos, muitos pNH tém sido usados
para o desenvolvimento de farmacos, vacinas, e a testagem das consequéncias fisiologicas
da infec¢do por determinados patégenos. A seguir serd apresentado um breve panorama
sobre 0 que se sabe até 0 momento de infecgdes por flavivirus em primatas. E importante
ressaltar que ndo se encontraram estudos comparando a coevolucdo entre as proteinas do
sistema imune inato de pNH e as proteinas de flavivirus e o que apresentaremos a seguir €
a respeito de como essas doencas acometem os diferentes grupos de primatas a partir de
estudos na natureza ou em laboratério. Outra importancia do estudo de flavivirus em
primatas é especialmente por este clado ser carreador de muitas doencas que acometem
humanos. Em especial, chama-se atencdo para bugios (género Alouatta) que tém sido
atacados em virtude de uma associagdo entre a espécie e a transmissdo de YFV. E
importante ressaltar que bugios sdo altamente sensiveis a doenca, mas ndo a transmitem
diretamente para outros humanos, ja que a doenca é carreada por mosquitos.

Dentro de hominideos, sabe-se que primatas do género Pan, mais préximos da
espécie humana, apresentam viremia quando infectados por DENV e YFV (Hanley et al.,
2013; Osterrieth & Deleplanque-Liegeois, 1961), enquanto orangotangos (género Pongo)
apresentam viremia quando infectados com ZIKV (Valentine et al., 2019). Todos estes
estudos foram realizados a partir de inoculacéo do virus em individuos em laboratério.

No que diz respeito a outros pVM, de longe as espécies mais testadas foram do
género Macaca. Sabe-se que Macaca mulatta, Macaca nemestrina e Macaca fascicularis
sdo suscetiveis a ZIKV e DENV, enquanto Macaca mulatta e Macaca nemestrina
apresentaram morte fetal e lesdo neural fetal respectivamente em fémeas prenhas
inoculadas com ZIKV (Adams Waldorf et al., 2016; Bernardo et al., 2008; Chua et al.,
2019; Dudley et al., 2018; Han et al., 2019; Lopez-Ortiz et al., 2016; Magnani et al., 2018).
Estes foram os primatas testados até hoje que apresentaram quadros patoldgicos mais
parecidos a microcefalia em bebés humanos causada por ZIKV. Estes resultados sdo

importantes, tendo em vista que sdo espécies de primatas que podem ser investigadas com
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relacdo a este quadro, e podem ser usadas para a pesquisa e desenvolvimento de vacinas e
medicamentos. Além disso, Macaca mulatta apresentou viremia e sintomas quando
inoculada com YFV (Hanley et al., 2013), o que ndo foi encontrado em nenhum outro
pVM.

Outros pVM testados para infeccdes por flavivirus compreendem espéecies dos
géneros Colobus, Chlorocebus, Papio e Cercocebus que sdo suscetiveis a infeccdes por
ZIKV (Boyer et al., 2018; Haddow et al., 2012; Wastika et al., 2019); Trachypithecus,
Papio e Mandrillus que sdo suscetiveis a infeccGes por DENV (Han et al., 2019; Kading et
al., 2013; Valentine et al., 2019); e Hylobates, Colobus, Chlorocebus, Papio, Mandrillus e
Cercocebus que sdo suscetiveis a infec¢bes por YFV (Han et al., 2019; Hanley et al., 2013;
Silva et al., 2020, 2020). E importante ressaltar que nenhum dos individuos estudados das
espécies citadas apresentou sintomas ao ser inoculado com nenhum dos trés virus, o que
torna ainda mais importante a possibilidade de pesquisa com individuos do género
Macaca, principalmente para o estudo de ZIKV. Pesquisas com infec¢bes por outros
flavivirus ndo sdo tdo comuns e por isso ainda ndo ha dados a serem reportados para estas
espécies.

Entre os pNM mais testados para flavivirus, as espécies do género Callithrix
costumam ser muito bem caracterizadas. Sabe-se que, assim como espécies do género
Macaca, fémeas prenhas de Callithrix jacchus inoculadas com ZIKV também
apresentaram morte fetal e consequéncias neurais em fetos, similares com as vistas em
humanos (Seferovic et al., 2018). Sabe-se também que primatas do novo mundo sao
particularmente suscetiveis a infeccdes por YFV, ja que espécies dos géneros Alouatta,
Ateles, Saimiri, e Aotus apresentam sintomas quando infectados pelo virus (Almeida et al.,
2012; Davis, 1930; de Thoisy et al., 2004; Hanley et al., 2013). Em especial, chama-se
atencdo para as especies de bugio (Alouatta), para as quais a infec¢do por YFV ¢é fatal,
tendo levado a morte de pelo menos 204 individuos reportados entre 2008-2009 no estado
do Rio Grande do Sul/Brasil (Almeida et al., 2012), surtos em Minas
Gerais entre 2016 e 2019 (Sacchetto et al., 2020). NM mantém contato constante com
humanos em diversas areas de ocorréncia, e 0s estudos com essas espécies é de especial
importancia, ja que esses primatas podem ser carreadores da doenga.

Como pode ser visto a partir desta breve revisao, pNH apresentam uma diversidade

de respostas a infeccbes por flavivirus. Por outro lado, roedores, no geral, ndo sao
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suscetiveis a infec¢bes por flavivirus e por isso ndo sd@o bons modelos para o estudo deste
patégeno. Um estudo de 2010, no entanto, demonstrou que camundongos knockout para o
gene STAT2 se tornaram suscetiveis a DENV (Ashour et al., 2010). No Capitulo V desta
dissertacdo nos apresentamos um estudo evolutivo do gene STAT2 em primatas e roedores
no intuito de elucidar se a evolugdo desse gene pode estar por tras das diferentes respostas
a infecgbes por flavivirus apresentadas por primatas e roedores. Alguns resultados
interessantes apontam para diferencas importantes na evolugdo do gene em roedores e
primatas que podem estar relacionados a uma guerra armamentista evolutiva entre as

proteinas do hospedeiro e as proteinas virais.

1.3 Comportamento reprodutivo e filopatria em primatas

O comportamento social tem um impacto importante na estrutura genética de uma
populacdo e no padrdo de associacdo entre os individuos de um mesmo grupo. A ligacao
entre comportamento reprodutivo e fitness (valor adaptativo) é bastante estudada para
primatas, sendo um componente importante para elucidar por que as populacdes estdo
organizadas de uma maneira ou de outra. A importancia de estudar os padrdes reprodutivos
de determinada espécie estd em compreender que tracos e caracteristicas estdo sendo
selecionados nessa espécie, considerando a pressdo de selecdo natural para sucesso
reprodutivo. Os primatas ndo possuem uma Unica organizacao reprodutiva. Muitas espécies
apresentam machos dominantes que a monopolizam as fémeas ou tém maior acesso a elas
(tema que sera discutido com maiores detalhes abaixo), mas isso ndo é uma regra. A
relacdo entre dominancia dos machos e sucesso reprodutivo, medido por nimero de
filhotes, nem sempre é tdo clara, podendo ser influenciada por varios fatores. A Figura 1
mostra a distribuicdo da dominancia entre 0s sexos nas espécies de primatas: note que a
dominancia é altamente variavel entre os clados da ordem Primata.

Um estudo com Iémures (Eulemur fulvus rufus) avaliou relagGes de parentesco a
partir de analises de microssatélites e de haplétipos de DNA mitrocondrial (Wimmer &
Kappeler, 2002). Os autores chegaram a conclusdo de que as fémeas de uma mesma
populacdo geralmente eram filopatricas (geneticamente relacionadas: possivelmente irmas,
filhas ou sobrinhas da matriarca), enquanto 0os machos migravam para outros grupos ao
atingir a maturidade sexual. Essa estratégia é classica, potencialmente moldada pela

selecdo natural, pois minimiza o efeito deletério de cruzamentos entre individuos
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aparentados (Greenwood, 1980). Além disso, 0 mesmo estudo encontrou que, apesar de 0s
I[émures desta espécie serem promiscuos, a maior parte da prole era do mesmo macho
dominante. Tal padréo se repetia em todas populacGes de 1émures analisadas para este
estudo (Wimmer & Kappeler, 2002). Um exemplo similar foi encontrado para a espécie
Macaca nigra a partir de analises de microsatélites ou STRs (do inglés, Small Tandem
Repeats), onde fémeas também sdo filopatricas e 0s machos sdo 0s que migram
(Engelhardt et al., 2017). No entanto, os machos dessa espécie tendem a ser
completamente dominantes e, portanto, houve uma grande tendéncia de monopolizacéo da
paternidade pelos mesmos. Macacos vervet (Chlorocebus pygerythrus), por outro lado,
apresentam codominancia entre machos e fémeas. Um estudo com STRs para esta espécie
demonstrou que ndo ha relacdo forte entre dominancia de machos e sucesso reprodutivo
(Minkner et al., 2018). Os ultimos autores sugerem que esse resultado esta relacionado
com diferentes estratégias utilizadas pelas fémeas para a escolha de parceiros reprodutivos
(Minkner et al., 2018).
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Figura 3. Distribui¢do da dominancia do macho entre as espécies de primatas. Em azul, espécies em que o
macho é dominante e em branco espécies em que ndo ha dominancia do macho reportada. Adaptado de

Lewis (2018).

Estudos com espécies de Platyrrhini ndo sdo numerosos quando comparados ao

montante de estudos com Catarrhini. Uma espécie de macacos-prego (Cebus capucinos)

vive em grupos em que 0s machos migram ao atingir a maturidade sexual (Jack & Fedigan,

2006). Para esta espécie, a dominancia em machos esta diretamente relacionada com o

sucesso reprodutivo e machos subordinados raramente tém filhotes com as fémeas do

bando (Jack & Fedigan, 2006). Esses achados foram corroborados posteriormente por

Muniz et al. (2010) a partir de um estudo com populagbes da mesma espécie que

habitavam a Reserva Biologica de Lomas Barbudal, localizado em Guanacaste, Costa Rica.

Os autores sugerem que a probabilidade de um individuo jovem de determinado bando ser

filho do macho alfa do bando aumenta se no grupo (1) hd um menor nimero de machos

subalternos ou jovens, (2) se hd um menor nimero de fémeas em idade reprodutiva e se (3)
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a mae desse individuo nao for filha do macho alfa. Os autores também sugerem que a
escolha das fémeas tem um papel importante na dinamica reprodutiva da espécie, e que
elas provavelmente preferem acasalar com o macho dominante, ja que este ndo apresenta
nenhum comportamento de retaliagdo direcionado a outros machos ou vigilia forte dos
acasalamentos de fémeas com machos subalternos (Muniz et al., 2010). Apesar de todos 0s
cebideos estudados até entdo apresentarem dominancia de machos, isto ndo € regra para o
que diz respeito a dispersdo. Um estudo com Sapajus nigritus, espécie da mesma familia
Cebidae, encontrou um padrdo diferente de organizagdo, em que ambos machos e fémeas
migram em igual medida, sendo a respectiva razao evolutiva ainda debatida (Tokuda et al.,
2018).

Outro estudo com uma espécie de bugio (Alouatta pigra; familia Atelidae;
Perelman et al., 2011) encontrou resultados ainda mais diferentes. Os grupos sdo formados
por fémeas e machos relacionados, que, quando migram, tendem a ir em grupos do mesmo
sexo também relacionados geneticamente (fendbmeno denominado de migracdo paralela;
Van Belle et al., 2012). Collevatti et al. (2013), por sua vez, analisaram outra espécie deste
género, Aouatta caraya, e também encontraram um padrdo de migracdo paralela nos
grupos analisados. Além disso, 0s autores encontraram que mais de um macho no grupo
tinha sucesso reprodutivo e que ha muita cépula extra grupo (Collevatti et al., 2013). Por
outro lado, um estudo com muriquis (Brachyteles hypoxanthus; familia Atelidae; Perelman
et al., 2011) demonstrou que a paternidade nesses animais € muito mais distribuida ao
acaso entre 0os machos, congruente com a raridade das agressdes e com a horizontalidade
das relacdes sociais nessa espécie (Strier et al., 2011). Individuos da espécie de Sagui-de-
Geoffrey (Saguinus geoffroyii; familia Cebidae; Perelman et al., 2011) apresentam
comportamento parecido, pois machos geralmente tinham alto grau de parentesco e
dividiam os cuidados com a prole em alguns grupos. Para os autores, esse comportamento
pode ser devido aos beneficios da cooperacdo entre machos da espécie (Diaz-Mufioz,
2011).

A partir desses estudos, é possivel observar que, apesar de existir dominancia dos
machos na maioria das espécies estudadas dentro do clado Platyrrhini, ha uma variacdo de
como esse comportamento se expressa, fazendo com que diferentes padrbes de organizagéo
social decorram disso. Além disso, apesar de contra-intuitivo, nem sempre 0s machos

dominantes parecem ter maior sucesso reprodutivo. Ellis (1995) sugere algumas razdes que
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podem estar ligadas a diminuicdo do sucesso reprodutivo de machos dominantes, tais
como: a manutencdo da posicdo de dominancia requer tanto empenho e gasto de energia
(como para manter o territério e monopolizar o alimento) que alguns machos subalternos
podem se aproveitar disso para ganhar espaco entre as fémeas, ja que machos dominantes
nem sempre conseguem vigiar as fémeas a todo momento; ainda, machos dominantes
tendem a ser tdo agressivos que esse comportamento pode acabar assustando algumas
possiveis parceiras (Ellis, 1995). As preferéncias reprodutivas das fémeas também devem
ser levadas em consideracdo, ja que em muitas espécies de primatas 0s machos apresentam
nenhum ou pouco cuidado parental, principalmente no que diz respeito a pVM (Kappeler
& van Schaik, 2004). (Minkner et al., 2018), por exemplo, argumentam que a distribuicao
da paternidade pode ser guiada pela escolha do parceiro pela fémea.

Outro fator que pode interferir no sucesso reprodutivo de machos-alfa é que a
presenca de outros machos subalternos no bando pode ajudar a proteger os individuos do
grupo. Isso traz vantagens e, muitas vezes, os machos dominantes abrem mao de
monopolizar as fémeas em troca dessa ajuda na protecdo do bando (como em C.
capucinus; (Muniz et al., 2010)). Ainda, em Platyrrhini, a freqiiéncia de machos, incluindo
0s dominantes, que gastam parte de seu tempo com cuidados diretos com a prole € bastante
marcante, especialmente dentro da familia Cebidae. Esse comportamento tem um
componente adaptativo bem documentado como mostram estudos com genes moduladores
do comportamento conduzidos por nosso grupo de pesquisa (Fam et al., 2019; Parreiras-e-
Silva et al., 2017; Reales et al., 2018; Vargas-Pinilla et al., 2015, 2017). No entanto, como
esses dados mostram, ndo ha somente um gene ou variante deste associado a emergéncia
de tais fenotipos adaptativos, mas sim um complexo repertorio genético taxon-especifico
envolvendo vias correlatas tais como oxitocinergica, serotoninérgica e do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA).

Portanto, a relacdo entre dominancia e sucesso reprodutivo nem sempre € tao clara,
ainda mais considerando que é dificil observar comportamentos reprodutivos na natureza e
gue nem sempre 0s comportamentos reprodutivos observados correspondem ao padréo de
paternidade nas populacBes observadas. Sendo assim, estudos genéticos de determinacao
de parentesco podem contribuir para elucidar quais as variaveis evolutivas em jogo em

determinada espécie.
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Di Fiore (2003) aponta duas importantes razfes para investigar a relacdo entre
comportamento, estrutura social e estrutura genética em primatas: (1) o conhecimento da
estrutura geneética de diversas populagdes é crucial para compreender a evolucdo do
comportamento social; e (2) entender comportamento individual é fundamental para o
entendimento da organizacdo social dos primatas. O autor sugere ainda que estas
avaliacGes podem ser realizadas a partir da genotipagem de loci de STRs, principalmente
no sentido de medir relagdes de parentesco e paternidade (Di Fiore, 2003).

Com o intuito de investigar o comportamento reprodutivo dos Sapajus libidinosus
que vivem no Parque Nacional da Serra da Capivara (PNSC, Piaui) fizemos a
caracterizacdo de 10 loci de microssatélites para duas populacdes desta espécie. Vale
destacar que os individuos de um grupo da Pedra Furada (PF), que vive no PNSC, Foi
postulado que os individuos da PF usam extensivamente ferramentas com alta proficiéncia,
mesmo quando comparado a hominideos (Fal6tico et al., 2019). Desse modo, é
considerado que os S. libidinosus PNSC/PF tém uma cultura autéctone e dindmica com
potencial valor adaptativo, uma vez que promove solucGes para demandas sociais e
ambientais, envolvendo comportamentos complexos associados ao uso de ferramentas por
adultos e aprendizagem por individuos mais jovens. Entretanto, até 0 momento nao se sabe
quanto dessa cultura impacta a reproducdo no grupo da PF. A partir dos dados gerados pelo
presente estudo serd possivel mensurar, por exemplo, se os individuos mais habeis no uso
de ferramentas (e que sdo os mais observados) conseguem ter também maior sucesso
reprodutivo (em ndmero de filhos). A seguir, serd introduzido com mais detalhes
caracteristicas da espécie investigada e um pouco do que ja é sabido sobre seu

comportamento reprodutivo.

1.4 Sapajus libidinosus: caracterizacao e comportamento

S. libidinosus é uma espécie de macacos-prego da familia Cebidae. Esta espécie se
distribui pelos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, S0
Paulo, Piaui, Rio Grande do Norte, Tocantins, Pernambuco e Paraiba (la Salles et al.,
2018), ocorrendo em uma diversidade de ambientes, incluindo nos biomas da Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Floresta Atlantica (Lynch Alfaro et al., 2012). A maior parte dos
estudos sobre a distribuicdo filogeografica de S. libidinosus buscam entender melhor a

separacao entre os géneros Cebus e Sapajus, visto que, hoje, as espécies de ambos géneros
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ocupam em simpatria diversos habitats, desde a América Central até o norte da Argentina
(Limaetal., 2017, 2018; Lynch Alfaro et al., 2012; Martins-Junior et al., 2018).

O que diferencia mais visivelmente S. libidinosus é a presenca de um topete
amarelo ou bege, podendo assumir cores mais escuras dependendo do individuo; possuem
peso entre 1,4-4,8 kg e dimorfismo sexual, em que machos geralmente sdo maiores do que
as fémeas (la Salles et al., 2018). Essa espécie € considerada oportunista e generalista,
consumindo principalmente frutas, sementes, insetos e pequenos vertebrados (la Salles et
al., 2018).

Os macacos do género Sapajus, de modo geral, costumam viver em grupos de 10 a
35 individuos, nos quais as fémeas sao filopatricas e os machos migram entre grupos (la
Salles et al., 2018). As fémeas ndo tém necessariamente estro sincronizado, mas
comumente o pico de nascimentos ocorre na época de maior abundancia de alimentos (la
Salles et al., 2018). Elas ndo costumam apresentar distincbes morfolégicas quando estdo no
cio, no entanto, engajam-se em atividades para chamar atencdo do macho, como as
descritas por (Fal6tico & Ottoni, 2013), sendo, portanto, um dos indicativos de que se
encontram em periodo reprodutivo (la Salles et al., 2018). (Falético & Ottoni, 2013)
descreveram um comportamento inovador quando observaram fémeas atirando pedras em
direcdo a machos que elas, potencialmente, tinham interesse. Esse comportamento foi
rapidamente copiado por outras fémeas.

Até o presente momento, os estudos de comportamento reportando as estratégias
reprodutivas com populacdes de S. libidinosus sdo do tipo observacional (Falotico &
Ottoni, 2013; lzar et al., 2012; la Salles et al., 2018). Os ultimos autores discutem que as
estratégias de comportamento reprodutivo sdo conservadas dentro do género Sapajus, ja
que nas espécies S. libidinosus e S. nigritus as fémeas preferem copular com o macho
dominante, configurando um sistema reprodutivo poliginico (lzar et al., 2012; la Salles et
al., 2018). No entanto, ndo ha estudos genéticos que corroborem estes resultados, deixando
ainda espaco para que mais estudos complementem o observado no estudo de campo pelos
autores citados acima.

Embora S. libidinosus ndo seja uma espécie caracterizada pelo cuidado direto
exercido pelo pai, como acontece com outras espécies da familia Cebidae (Parreiras-e-
Silva et al., 2017; Vargas-Pinilla et al., 2015), ha muita tolerancia dos adultos, incluindo

dos machos dominantes, com a aproximacédo dos jovens aprendizes. Esse comportamento
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facilita muito a aprendizagem social, ja que individuos destas espécies sdo muito
habilidosos no uso de ferramentas (bigorna e martelo de pedra, por exemplo) para ter
acesso a partes moles de frutos encapsulados, tais como castanha de caju (Anacardium
spp.) abundante na Caatinga, um dos biomas que habitam (Coelho et al., 2015). Tem sido
estimado que pelo menos dois anos sao necessarios para dominar a arte de usar um martelo
(Ottoni & lzar, 2008), sendo que (Fragaszy et al., 2020) propdem que antes dos 5 anos de
idade os individuos ndo conseguem dominar com exceléncia a quebra de frutos/sementes
de casca dura, tempo considerado préximo ao de grandes primatas (considerando que este
primata pode viver até 25 anos na natureza). Esses dados indicam grande tempo para
aprendizagem. Apesar desta caracteristica de “tolerancia” em relagdo aos jovens
aprendizes ser marcante nas populagdes de S. libidinosus, as relagdes entre machos adultos
costumam ser agressivas na disputa pelas fémeas (Mendonga-Furtado et al., 2014). Sob
uma perspectiva evolutiva, esses efeitos opostos tém potencial para “dilemas” evolutivos,
ja que deve haver um balango entre comportamentos agressivos / de dominagdo masculinos
versus cuidados paternos diretos (Mokkonen et al., 2018). Os Gltimos autores chamam
especial atencdo para o caso Platyrrhini, onde machos cuidadores sdo comuns em alguns
clados tal como Cebidae. Ou seja, comportamentos agressivos vinculados a dominacao dos
machos versus cuidados paternos diretos, ou a tolerancia para aproximacdo dos jovens
(seja para observar o0 manejo de ferramentas para obter alimento, seja para o scrounging —
catacdo de restos de alimento depois do uso da bigorna e martelo para quebrar castanhas
por um adulto, por exemplo), como acontece com os S. libidinosus, seria um bom exemplo
do tal dilema evolutivo. No caso dessa espécie, ndo temos dados sobre o sucesso
reprodutivo de machos dominantes, os quais também sdo os mais observados pelos jovens
aprendizes, que fazem suas aproximagdes no momento que os adultos utilizam ferramentas
(Coelho et al., 2015). Essas informacfes seriam criticas para avaliar esse potencial dilema
evolutivo, visto que poderia elucidar o quanto o comportamento de producéo e utilizagdo
de ferramentas estd vinculado a um maior sucesso reprodutivo em machos da espécie S.
libidinosus.

Além disso, ndo esta claro, por exemplo, se machos dessa espécie diferenciam a sua
prole em relagcdo as demais do grupo, 0 que € importante no sentido de direcionar o
cuidado parental para a propria prole. Em C. capucinus, os infantes tendem a interagir mais

com os machos dominantes, mesmo que estes ndo sejam necessariamente seus pais
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bioldgicos (Sargeant et al., 2016). O mesmo estudo sugere que a relacdo entre irmaos
também ndo é maior quando eles tém parentesco por lado de pai, mas € maior quando
compartilham a mesma mde, demonstrando a importancia do papel materno nos lagos
afetivos dos jovens dessa espécie (Sargeant et al., 2016). Esses comportamentos podem se
dar pelo fato de que nem os machos nem os infantes sabem quem € pai de quem, ja que as
fémeas também podem copular com outros machos além do dominante. Considerando que
S. libidinosus tem uma configuracdo de reproducdo parecida, uma possibilidade é que o
comportamento da prole com relacdo aos machos da populagéo seja parecido. Uma forma
de investigar esse assunto seria saber se os infantes realmente interagem com todos 0s
machos igualmente, mais com o macho dominante ou mais com seus pais biologicos. Para
isso, testes de paternidade, por exemplo, a partir de loci de STRs, sdo importantes para
poder comparar as interacBes entre os individuos e definir exatamente suas relacdes de
parentesco.

E importante reconhecer as relacdes de parentesco entre individuos de grupos de S.
libidinosus para compreender suas relagdes sociais. Por isso, para o presente estudo, duas
populacdes de S. libidinosus serdo analisadas e caracteristicas das mesmas serdo descritas
nos topicos a sequir, ja que sdo particulares no que tange a sua organizacao social e ao uso

de ferramentas.

1.4.1 Sapajus libidinosus do Parque Nacional da Serra da Capivara: Grupo da
Pedra Furada.

O Parque Nacional da Serra da Capivara (PNSC) é uma Area de Preservacio
Permanente criado em 1979 e localizado no sudeste do estado do Piaui; compreende
130.000 hectares de fauna e flora carateristicas do bioma da Caatinga (de acordo com 0s
dados divulgados pelo Instituto Chico Mendes - ICMBio através do enderego
https://www.icmbio.gov.br/portal/visitacaol/unidades-abertas-a-visitacao/199-parque-
nacional-da-serra-da-capivara). Esse bioma € um dos biomas mais secos do Neotropico,
caracterizado por um baixo e irregular nivel de chuvas, sendo altamente atingido por agdo
antropica (Olmos, 1992). Encontra-se na regido nordeste do Brasil, sendo o terceiro maior
bioma do pais (Moura, 2005). Os individuo de S. libidinosus chegaram a regido onde hoje
identificamos como Caatinga em recentes aproximadamente <200 mil anos (Lynch Alfaro
et al., 2012). O bioma é um ambiente indspito para muitas espécies, devido ao clima semi-

arido e a eventual escassez de alimentos sazonal.
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Atualmente, uma populacdo da espécie S. libidinosus, denominada de Grupo da
Pedra Furada (PF), é acompanhada desde 2007 pelo Dr. Tiago Falédtico e equipe (Falotico
& Ottoni, 2013, 2014, 2016). O local situa-se dentro do PNSC, sendo que individuos desse
foram investigados no presente trabalho.

Apesar da escassez de dados sobre a filogeografia de S. libidinosus, um estudo
inicial do nosso laboratério (Laboratorio de Evolugdo Humana e Molecular, LEHM—
UFRGS) a partir de dados de sequencias do CYTB demonstrou que os individuos que
ocorrem no PNSC estdo em expansdo demogréafica relativamente recente, a menos de ~10
mil ou ~6 mil anos atras, dependendo da taxa de mutacdo utilizada (Cantele, 2020). Como
dados com CYTB contam a histéria demografica e evolutiva mediada pelas fémeas, é
oportuno investigar a populagdo da PNSC com marcadores biparentais, tais como STRs.

As populagdes de S. libidinosus que vivem atualmente nos biomas do Cerrado e da
Caatinga, particularmente as populacbes do PNSC, fazem o uso de ferramentas (por
exemplo “bigorna” e “martelo” de pedras e/ou madeira) para abrir frutos encapsulados, tais
como castanha de caju (Anacardium ssp.; (Falotico, Luncz, et al., 2016; Ottoni & lzar,
2008). Um estudo de arqueologia de primatas de Novo Mundo realizado dentro da area do
parque mostrou que o uso de ferramentas pela espécie de S. libidinosus ocorre ha, pelo
menos, 3 mil anos (Faldtico et al., 2019). Usam ferramentas também para amaciar o solo e
cavar com o objetivo de encontrar tubérculos e insetos (Mannu & Ottoni, 2009). Como ja
comentado, outro comportamento inovador recentemente descrito para essas populagdes
foi o de atirar pedras em direcdo aos machos, possivelmente um comportamento de corte
feminino (Falético & Ottoni, 2013).

Ainda no PNSC, foram descritos comportamentos interessante para esta espécie: 0
bipedalismo eventual em substratos verticais (Falotico, Inaba, et al., 2016), o uso de sondas
(pequenos palitos) e varetas para limpar os dentes ou para cutucar pequenos vertebrados e
roedores escondidos em fendas (Haslam & Falético, 2015; Mannu & Ottoni, 2009). Esses
individuos de S. libidinosus ndo apenas usam ferramentas, mas sao capazes de escolher as
ferramentas de acordo com seu objetivo e definir qual a melhor para determinada tarefa.
Por exemplo, como 0s chimpanzeés, individuos da espécie S. libidinosus que ocorrem na
regido do PNSC, s&o capazes de aperfeicoar ferramentas, tirando as folhas da vareta e
afinando sua ponta (Falotico et al., 2017; Westergaard & Fragaszy, 1987). Ainda, sdo

capazes de espantar cobras usando pedacos de pau ou varetas (Falético et al., 2018).
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Os machos dominantes dos grupos de S. libidinosus que habitam o PNSC sao
tolerantes e os mais observados pelos jovens (Ottoni & Izar, 2008). No entanto, ndo temos
dados sobre o sucesso reprodutivo desses individuos. Como ja mencionado, essas
informagdes seriam criticas para avaliar o dilema evolutivo envolvendo agressdo versus
tolerancia, e seu delicado equilibrio evolutivo em S. libidinosus, os mais habilidosos

manipuladores de ferramentas dentre os primatas do Novo Mundo (Falético et al., 2019).

1.4.2 A populacdo de Sapajus libidinosus do Parque Ecolégico do Tieté

O Parque Ecoldgico do Tieté (PET) é um parque urbano, localizado na zona leste da
cidade de Sao Paulo (23°29°S, 46° 31°0; (lzar & Ferreira, 2006). Foi criado em 1976 com
0 objetivo de preservar o rio Tieté, tendo um papel muito importante na conservagédo das
varzeas naturais do rio como forma de prevencéo de alagamentos. E uma das maiores areas
de soltura de animais capturados ilegalmente (estas e outras informacdes foram retiradas
do endereco eletronico do parque,
http://www.daee.sp.gov.br/index.php?option=com_content&view=article&id=564:parque-
ecologico-do-tiete-pg&catid=48:noticias&ltemid=53).

Os individuos mais velhos de S. libidinosus presentes no PET foram confiscados
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
e soltos no parque, sendo que atualmente ha individuos nascidos no parque. Eles se
distribuem em quatro grupos formados independentemente, sendo parte de sua dieta
provisionada pelos trabalhadores do parque e parte por forrageio da regido (Ottoni &
Mannu, 2001). As amostras de S. libidinosus utilizadas para este estudo sdo provenientes
de um dos grupos encontrados no parque, cujos individuos estdo em condi¢fes de semi-
liberdade em uma area reflorestada de 180.000 m2. Os individuos desse grupo séo
unicamente identificados por sua morfologia como S. libidinosus. No entanto, ha suspeita
de que sejam hibridos com outras espécies do mesmo género, principalmente porque a
origem dos animais ndo é conhecida.

Ha registro de uso de ferramentas tambeém pelas populacdes de S. libidinosus que
ocorrem no PET, apesar de ndo ser de forma tdo frequente e regular como no PNSC
(Ottoni & lzar, 2008). Foi no PET que as observagdes de individuos de Sapajus spp.
permitiram inferir que jovens macacos sdo incentivados a observar para aprender 0s

comportamentos elaborados de confeccdo e uso de ferramentas. Também foi reportado que


http://www.daee.sp.gov.br/index.php?option=com_content&view=article&id=564:parque-ecologico-do-tiete-pq&catid=48:noticias&Itemid=53
http://www.daee.sp.gov.br/index.php?option=com_content&view=article&id=564:parque-ecologico-do-tiete-pq&catid=48:noticias&Itemid=53
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alguns jovens S. libidinosus que vivem no PET, enquanto observam os adultos, movem as
mé&os como se 0s estivessem imitando (Coelho et al., 2015). Os mais jovens parecem
apresentar um viés quando escolhem quem irdo observar, (Coelho et al., 2015)
argumentam que idade, hierarquia, proficiéncia e produtividade sdo as caracteristicas mais
importantes que determinam quem sera observado.

Por ser uma populacdo introduzida artificialmente na regido, ndo é possivel fazer
grandes inferéncias evolutivas a respeito desta populagdo. No entanto, os dados dos
individuos de S. libidinosus do PET sdo importantes para complementar os estudos de
padronizacdo de microssatélites, apresentados nesta dissertacdo. Além disso, servem como
fonte de comparacdo com o outro grupo da PF, ja que ndo é uma populacdo natural, mas
introduzida. Assim, os dados destes individuos serdo utilizados para este fim, e serdo
discutidos de acordo.

1.4.3 Microssatélites (STRs)

Microssatélites sdo regifes ndo codificadoras encontradas nos genomas de
eucariotos e, muito menos frequentemente, em procariotos nas quais sequéncias de até 5pb
se repetem intmeras vezes in tandem em determinada regido do DNA, frequentemente
apresentando um grande namero de alelos por loci (Queller et al., 1993). Essas regides sdo
altamente polimorficas, sendo, portanto, muito importantes para a identificacdo individual
e para testes de parentesco. Em nivel populacional, os microssatélites podem ser Uteis para
indicar parametros filogeograficos (por exemplo, o quanto uma populacdo € endogamica,
se ha ou ndo efeito de gargalo de garrafa, efeito fundador, grau de hibridizacdo,
heterozigose média, e padrdes de comportamento reprodutivo e de dispersdo; ver (Bruford
& Wayne, 1993; de Ruiter, 2004; Turchetto et al., 2015).

As técnicas moleculares de avaliacdo de paternidade e parentesco permitem avaliar
com mais preciséo e clareza as relagdes entre 0s membros de um grupo e os respectivos
comportamentos reprodutivos. Nem sempre estd claro, principalmente no que tange a
paternidade, quem € filho de quem, e se essas relacdes estdo fortemente relacionadas ao
comportamento sexual e de cuidado parental de machos e fémeas. Estudos de paternidade
através da utilizacdo de STRs sdo fundamentais para o entendimento da ecologia e dos
aspectos evolutivos relacionados as populagdes investigadas, bem como para tracar

padrdes reprodutivos e comportamentais de cada uma das espécies (Gibbs, 2001). Outros
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estudos também investigaram padrbes de comportamento reprodutivo através de anélise de
STRs em diversas espécies de vertebrados, inclusive com repercussao para a conservagao
dessas espécies (Bouchard et al., 2018; Escudero et al., 2017; Green et al., 2015; Ojeda et
al., 2016; Van Oosten et al., 2016). Por exemplo, um estudo analisou 9 loci de
microssatélites em trés populagdes de tuco-tucos (Ctenomys flamarioni) da regido litoral
sul-brasileira, sendo que duas das regides estudadas, nos municipios de Xangrila e
Remanso que eram caracterizadas por forte urbanizagdo, apresentaram sinal de reducdo
populacional recente dessa espécie (Fernandez-Stolz et al., 2007), ilustrando o quanto
estudos com essa metodologia podem ajudar a entender quais populacdes estdo
decrescendo em funcéo das atividades humanas.

A utilizacdo de STRs para inferéncias de paternidade é também muito comum e tem
diversas vantagens, como o fato de ser facil identificar heterozigotos por serem marcadores
codominantes, de terem altas taxas de mutacao e, portanto, serem altamente polimorficos
(Selkoe & Toonen, 2006). Além disso, € relativamente facil de genotipar, ja que sdo
necessarias pequenas quantidades de DNA e as analises podem ser feitas por PCR (do
inglés, Polymerase Chain Reaction; Webster & Reichart, 2005). Para inferir a paternidade,
um método mendeliano simples ja pode resolver o problema. Basicamente, analisando um
I6cus, um dos alelos deve vir necessariamente de um dos pais e o outro alelo, do outro. Ao
analisar diversos loci, € possivel encontrar com maior probabilidade os pais por exclusdo
comparando com possiveis candidatos (Webster & Reichart, 2005). No entanto, é
necessario ter em conta de que essa atribuicdo de paternidade, por se dar por excluséo,
pode ser encontrada ao acaso, e que a probabilidade disto acontecer difere de populacdo
para populacdo e de marcador para marcador. Portanto, ainda que a exclusdo seja um
método inicial importante, métodos estatisticos robustos sdo necessarios para inferir
paternidade com seguranga (Marshall et al., 1998), o que de fato vem sendo feito,
atualmente, com alta probabilidade de acerto (Gouy & Zieger, 2017).

Diversos estudos envolvendo comportamento e evolugdo de primatas citados neste
texto foram realizados através da genotipagem de marcadores moleculares, em sua
maioria, STRs (ver sessdo 1.3 desta dissertacdo). Nesse sentido, dez loci de STRs foram
selecionados para investigar as amostras de S. libidinosus que compde o presente estudo.
Nos topicos a seguir, serdo descritos os objetivos, métodos, resultados e discussdo

preliminares para realizar esta investigacao.
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2 CAPITULO I1: JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1 Justificativa

O conhecimento acerca da genética envolvendo espécies de Platyrrhini ainda esta
em pleno desenvolvimento, sendo que muito ainda deve ser descrito para que tenhamos de
fato um panorama geral da evolucdo de tdo interessante clado de primatas.

Na introducdo desta Dissertacdo, abordamos o estado da arte considerando 0s
estudos que descrevem, em especial a filogenia e as particularidades comportamentais
associadas ao uso de ferramentas por individuos S. libidinosus do grupo da Pedra Furada
(PF) e do Parque Ecologico do Tieté (TEP). A populacdo da PF, em especial, tem
caracteristicas muito marcantes no uso de ferramentas, cuja diversidade de
comportamentos associados ndo tem paralelo com qualquer outra espécie de primata nao-
humano. Por isso tem sido dito que o grupo PF (PNSC) desenvolveu um cultura autoctone,
transgeracional, dindmica, inovadora e adaptativa. Com isso, uma pergunta evolutiva que
surge € se 0 sucesso no manejo de ferramentas dos individuos esta relacionado (ou ndo) ao
seu sucesso reprodutivo, ou seja, se 0s animais que melhor/mais assertivamente manejam
ferramentas (e por isso sdo os mais observados) tém mais filhos. Esse dado é
particularmente importante considerando os machos, ja que os dados observacionais nao
podem com precisdo definir quem é o macho genitor. Com os dados de STR aqui gerados,
poderemos identificar relacdes precisas de parentesco, 0 que permitird estabelecer pela
primeira vez, se 0 acesso ao alimento processado também traz ganho adaptativo no quesito
reproducdo. Sera um importante achado para compreender mais aspectos da cultura dessa
populacdo. Outro importante aspecto deste estudo € contribuir para ampliar o
conhecimento sobre o surgimento e desenvolvimento de uma cultura adaptativa em espécie
de primata ndo-humano e contribuir para o entendimento de como se deu a evolucao de
comportamentos complexos como o uso de ferramentas (seja considerando o Homo
sapiens ou outros hominineos).

Além disso, na introducdo da presente Dissertacdo também foi feita uma ampla
revisdo bibliografica na busca dos possiveis desfechos de infecgdes pelos flavivirus mais
conhecidos que infectam primatas. Com propoésito comparativo, compilagfes de dados de

outra ordem de mamiferos (Rodentia) foi também obtida, j4 que animais deste clado sdo
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naturalmente mais resistentes a infecgdes por tais flavivirus comuns, que trazem desfechos
graves em primatas (exemplo, ZIKA). A hipétese de trabalho entdo focou na identificacédo
do padrdo de variacdo no gene STAT2 e se este refletiria uma potencial guerra
armamentista evolutiva entre o patégeno (flavivirus) e hospedeiros primatas. Os virus
evoluem de forma rapida no intuito de aumentar sua prépria replicacdo e desviar da
imunidade do hospedeiro, enquanto o sistema imune do hospedeiro também evolui no
sentido de barrar a entrada do virus no interior da célula, evitando sua replicacdo. Levando-
se em conta o que foi exposto até aqui, definiu-se 0s seguintes objetivos:

2.2 Objetivos

A partir da justificativa acima colocada, a seguir apresentamos os dois objetivos
desta dissertacdo que estdo de acordo com as investigacdes que ja foram desenvolvidas
para este trabalho (explicadas no inicio da introducédo). Sejam eles:

2.1 Descrever a diversidade genética das populacdes de S. libidinosus do PNSC e
do PET a partir da padronizacdo de 10 STRs ainda ndo descritos para esta espécie. Para
isso, tem-se como objetivos especificos: (a) Padronizar e STRs especificos para duas
populacbes da espécie de S. libidinosus; (b) Estimar a diversidade genética e o poder de
resolucdo de um painel de microssatélites para estudos de parentesco de S. libidinosus;

2.2 Desvendar padrbes de diversidade e caracteristicas tdxon-especificos do gene
STAT2 em espécies das ordens Primates e Rodentia e se tais perfis estariam relacionados a
diferentes desfechos na infeccdo por flavivirus, bem como se poderiam refletir um

historico de corrida armamentista evolutiva entre patdgeno e hospedeiro.
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3 CAPITULO I1I: METODOS

Tendo em vista que os métodos para alcancar o Objetivo 2.2 serdo descritos em
detalhes no Capitulo V (artigo cientifico), iremos nos limitar a descrever os métodos

referentes ao Objetivo 2.1 a sequir.

3.1 Locais de estudo, coleta e estocagem de material

Foram coletadas pelo Dr. Tiago Fal6tico e equipe (USP) 111 amostras de fezes
correspondentes a 43 individuos de duas areas de ocorréncia da espécie de S. libidinosus,
PNSC e PET. As coletas foram realizadas entre os anos de 2015 e 2017. Foram coletadas
92 amostras de 33 individuos do PNSC, mais especificamente da populacdo da PF; e 11
amostras, 10 individuos da populacdo do PET. As amostras da PF e do PET estdo todas
identificadas a nivel de individuo, j& que essas populacfes ja tem um acompanhamento dos
pesquisadores. Para ambas as populacdes, sabe-se as idades dos individuos e as relacbes de
maternidade entre 0s mesmos. Estima-se que o grupo da PF tenha em torno de 38 a 43
individuos, portanto nossa amostra representa pelo menos 75% do grupo. O grupo do PET
é menor que o grupo da PF, e constitui-se de individuos introduzidos artificialmente no
parque.

No campo, imediatamente apds a coleta, as amostras foram estocadas em gelo para
0 transporte ao laboratério na USP e depois para o transporte ao LEHM, onde foram

armazenadas em um freezer a — 20°C.

3.2 Extracdo de DNA

As amostras que foram utilizadas para este trabalho foram extraidas com a
utilizacdo do kit de reagentes para extragdo de DNA de amostras de fezes (QiagenStool

Kit® e Power Fecal Kit®) de acordo com protocolo do fabricante.

3.3 Amplificacdo dos loci de microssatélite e genotipagem

Dez loci de microssatélites foram utilizados para caracterizar a espécie S.
libidinosus das populagdes do PET e do PNSC: Ceb03, Ceb08, Ceb09, Cebl11l, Ceb115,
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Ceb119, Ceb120, Cebl21, Ceb128 e Cebl130 (Tabela 1), previamente descritos para C.
capucinus (Muniz & Vigilant, 2008). Foram selecionados aqueles microssatélites com
maior numero de alelos e/ou com maior valor de heteregozidade para utilizar na
investigacdo com a espécies S. libidinosus. As amostras foram enviadas para a empresa
prestadora de servico Biotecnologia Pesquisa e Inovagdo — BPI, com sede na Av. Deputado
Dante Delmanto, 1.649, Botucatu - SP para padronizacdo dos STRs e obtencdo dos dados
de genotipagem para os individuos de S. libidinosus.

Os dados de amplificacdo por reacdes de cadeia de polimerase (PCRS) seguiram 0s
protocolos descritos pelos autores seguidos de modificacdes que serdo descritas a seguir.
Para a preparacdo do mix para um volume total de 20uL por poco, foram utilizados: 1 pL
do Primer Fwd marcado (FAM ou VIC) na concentracdo de 10 uM, 1 uL do Primer
Reverse na concentracéo de 10 uM, 0,25uL do Primer Fwd frio na concentragdo de 10uM,
10 pL do Master Mix Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, 5,75 uL de H.O DNAse
free, 2uL de DNA (30ng). As condigdes do PCR foram: desnaturagdo inicial a 98°C por
30s; 45 ciclos de 98 °C por 15s, Temperatura de Anelamento (TA; ver informagéo na
Tabela 1 sobre a TA de cada marcador) por 30s e 72 °C por 30s; seguido de uma extensédo

final a 72°C por 10 minutos.

Tabela 1. STRs descritos para C. capucinus (Muniz & Vigilant, 2008) que foram utilizados neste trabalho.

Motivo de

Locus  Sequéncias de primers (5°-3°) repeticiio Na TF TA °C
o EISUSIISIOSS o o o s
Com ESCTOOTMCNG e 6 w5
oty ELSSCCTICIONCTIEON o I 5 s
con ESTHOOATIOOCOC ey, mas
cons ESTOONOGARG L wreny s
Comy BTSN a6 mas G
comn EITSCATICOCATC o o 0
Ceb128 F: CAGCGAGGTTTCATCTCAAG [CTAT]0 5 190-206 60

R: TATTGCCAGGTCCAAAAGTG

F: CAAAGTCCACTCACTTAACCAC
Ceb130 R: AGAAGACCCTGCCTCAAG [ATCT]o 8 182-218 59

TF: Tamanho do Fragmento para C. capucinus. TA: Temperatura de anelamento dos primers.
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3.4 Analise de dados

Os dados brutos de STRs (com extensdo .fsa) foram fornecidos pela empresa
prestadora de servico. Os alelos foram inferidos com o programa Peak Scanner™ Software
v2.0 (disponivel em https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-
science/sequencing/fragment-analysis/fragment-analysis-fundamentals/fragment-analysis-
software-data-analysis.html?SID=fr-cesoftware-main) e comparados no programa Osiris
(Bonis et al., 2006). Os alelos foram testados para a presenca de alelos nulos a partir do
programa MicroChecker (Van Oosterhout et al., 2004). Testes de Equilibrio de Hardy-
Weiberg, desequilibrio de ligacdo entre loci e AMOVA foram realizados no programa
Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Probabilidade de identidade (Pl4) e Plq entre
irméos (P1gSIBS) foram calculados no software GENEALEX (Hunter et al., 2010). As
andlises descritivas de diversidade genética foram estimados no programa GENEPOP
(Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008). Analises de estrutura de populacdo foram
realizadas no STRUCTURE v. 2.3.4 (Falush et al., 2003, 2007; Hubisz et al., 2009;
Pritchard et al., 2000).
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4 CAPITULO IV: RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo descreveremos os resultados preliminares das analises de STRs para
as populacBes de S. libidinosus descritas no capitulo anterior e faremos uma breve
discussdo a respeito do que ja foi encontrado até agora. E importante ressaltar que estes
resultados ainda sdo preliminares, pois ainda ndo foram terminadas as repeti¢des das
genotipagens necessérias contratadas com a empresa BPI. Portanto, espera-se que no
futuro proximo haja mais individuos genotipados para cada lécus. Parte das analises ainda
ndo foram realizadas (como as analises de parentesco) e serdo posteriormente realizadas

para a conclusdo do manuscrito, assim que os demais dados estiverem disponiveis.

4.1 Resultados de diversidade de STRs considerando ambas as populagdes

Tivemos sucesso para genotipagem de 40 dos 43 individuos amostrados, sendo 30
pertencentes as populacfes do PNSC, o que corresponde a pelo menos 71% dos individuos
do grupo da PF, e 10 pertencentes a populacdo do PET. Todos os STRs padronizados para
S. libidinosus foram polimorficos para essa espécie com excecdo de Cebl128. Os dados

para S. libidinosus, juntando as duas populagdes, encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Dados dos STRs padronizados para as duas populacdes de S. libidinosus (PF e PET) em conjunto.

Lécus N y:lfg:’cgs TF Na Ho He Pawe
Ceb03 29  [GATA] 169-249 8 055172 0,77737 0,00008
Ceb08 26  [TAGA] 179-187 3 042308  0,58824  0,03730
Ceb09 28 [ATCT] 187-219 7 053571 0,73377  0,00289
Cebll 34 [TCTA] 250-258 4 0,20000 0,29689 0,05172
Ceb115 29 [ATCT] 146-150 2 043333 044011  1,00000
Ceb119 27  [GATA] 267-279 3 0,75000 0,63032  0,02480
Ceb120 27 [CTAT] 257-297 7 051852 0,71838  0,01360
Ceb121 36 [CTAT] 164-200 4 0,13889  0,25469  0,00004
Ceb128 33 [CTAT] 196 1 ; ; ;
Ceb130 31 [ATCT] 222308 8 0,61290 0,77102  0,03018
Média 47 046268  0,57898

N: namero de individuos genotipados. TF: Tamanho do Fragmento. Na: nimero de alelos. Ho: Heterozigose
observada. He: Heterozigose esperada. *Loci ndo amplificados para esta espécie. Valores em negrito
apresentam p<0.05.
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O numero de alelos por lécus encontrados para 0os 9 microssatélites polimorficos
estiveram entre 2 e 8, com uma média de 4,7. Os loci mais polimorficos para a espécie S.
libidinosus foram Ceb03 e Ceb130, que apresentaram 8 alelos cada um. Dos dez loci
analisados, 7 se desviaram do Equilibrio de Hardy-Weinberg (do inglés, Hardy-Weinberg
Equilibrium, HWE), ou seja, apresentaram frequéncias de heterozigose menores do que 0
esperado. Ceb119 foi o Unico STR que apresentou maior heterozigose observada quando
comparada a esperada (p<0,05). A Tabela 3 ilustra uma comparacdo entre o que foi
encontrado para S. libidinosus neste estudo com o estudo original de C. capucinus (Muniz
& Vigilant, 2008) e outro estudo com S. nigritus (Tokuda et al., 2014).

Tabela 3. Dados dos STRs padronizados para S. libidinosus em comparagdo com C. capucinus (Muniz &
Vigilant, 2008) e S. nigritus (Tokuda et al., 2014).

Lécus N S. NS. TF S. TF C. Na Na C Na S.
libidinosus  nigritus  libidinosus capucinus S. libidinosus  capucinus nigritus

Ceb03 29 21 169-249 177-201 8 6 2
Ceb08 26 * 179-187 161-189 3 6 *
Ceb09 28 * 187-219 153-189 7 8 *
Cebl1 34 21 250-258 223-251 4 7 2
Ceb115 29 * 146-150 122-134 2 5

Ceb119 27 * 267-279 229-257 3 6 *
Ceb120 27 * 257-297 210-230 7 6 *
Cebl121 36 * 164-200 140-184 4 5 *
Ceb128 33 * 196 190-206 1 5

Ceb130 31 60 222-308 182-218 8 8 8
Média 4,7 6,2 4

N: nimero de individuos genotipados. TF: Tamanho do Fragmento. Na: nimero de alelos. Ho: Heterozigose
observada. He: Heterozigose esperada. *Loci ndo amplificados para esta espécie. Valores em negrito
apresentam p<0.05. O nimero de individuos genotipados para C. capucinus foi de 187, mas os autores nao
especificam quantos amplificaram para cada STR, portanto N de C. capucinus ndo esta especificado nesta
tabela.

Com o proposito comparativo, a populacéo natural do PNSC foi comparada com o
grupo de PET, cujo grupamento populacional pode ser considerado “artificial” ja que os
cinco individuos fundadores foram reunidos pelo IBAMA a partir de apreensées. O valor
de Fst calculado resultou em um valor positivo (Fst=0,16235; p<0,001; Tabela 4)
indicando que existe maior diversidade dentro das populagdes que entre populacGes. Néo
obstante, 16% da variabilidade encontrada pode ser atribuida as diferencas genéticas entre
0 grupo da PNSC e do PET, indicando notavel diferenca.

Conforme analise realizada no programa MicroChecker (Van Oosterhout et al.,
2004), houve evidéncia de alelos nulos para Ceb03, Ceb09, Cebll, Ceb120 e Cebl21
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devido ao excesso de homozigotos encontrados para estes loci. Alelos nulos sdo aqueles
que falham em serem amplificados em uma PCR por diversas razdes, €, como resultado,
alguns heterozigotos podem ser genotipados erroneamente como homozigotos (Selkoe &
Toonen, 2006). Geralmente sdo inferidos alelos nulos por excessos de homozigotos em um
I6cus especifico, sendo assim, concomitante a esta inferéncia geralmente o l6cus se
encontra em desvio do HWE. Com excecdo de Cebll, os demais STRs reportados com
alelos nulos se desviam do HWE. Vale destacar que varias outras razdes podem estar por
tras destes resultados, alem do fato da presenca de alelos nulos. Por exemplo, a endogamia
dentro das populacdes analisadas também leva a um aumento de homozigotos. Estes dados

deverdo ser melhor analisados uma vez que todos os resultados estejam disponiveis.
Tabela 4. Célculo de Fst por AMOVA.

Fonte de Variacio QSI(;:(I;:‘:(;)SS Pe;c:lg;l;z;)de Fsr
Entre populacdes 13 16,23489

Dentro das populacdes 134 83,76511

Total 147 0,16235

Valor em negrito indica valor significativo (p<0,001).

De forma geral, os achados aqui reportados sdo positivos, uma vez que houve
grande sucesso na transferéncia dos STRs de C. capucinus para S. libidinosus. No entanto,
chama atencdo o fato de que as interpretacdes dos resultados descritivos de diversidade
genética tendo em conta ambas as populaces ndo podem ser fielmente interpretadas dadas
as condicOes ja descritas da populacdo do PET. Incluimos as amostras do PET para fins de
comparacédo, descricdo e padronizacdo dos STRs e a seguir apresentaremos 0s resultados
de cada populacdo separada, para que possa ser feita uma interpretacdo preliminar dos

achados.

4.2 Valores de Desequilibrio de Ligagéo entre Loci

O Desequilibrio de Ligacdo (DL) se refere a uma associacdo ndo aleatoria entre
alelos constatada em analises especificas (Nordborg & Tavaré, 2002). Para este estudo, foi
testado DL entre os 10 loci estudados apenas para a populagédo do PNSC, por se tratar de
uma populagdo natural. Diversos loci se encontram em DL, conforme demonstrado na
Tabela 5. O DL interfere nas demais analises utilizando os STRs descritos neste estudo,

principalmente pela ndo independéncia entre os genotipos. No entanto, ressaltamos que



38

estes resultados ainda ndo sdo definitivos, pois ainda faltam dados para uma concluséo
final.

Tabela 5. Calculo de desequilibrio de ligacdo entre loci considerando apenas a populacdo do PNSC.

Ceb3 Ceb8 Ceb9 Cebll Cebl115 Ceb119 Ceb120 Ceb121 Ceb128 Ceb130

Ceb3 * + - - + - - - - -
Ceb8 + * + - - - + - ; i
Ceb9 - + * - + + + + - +
Cebl1 - - - * - - - - - -
Cebl115 + - + - * + + + _ +
Ceb119 - - + - * + + - +
Ceb120 - + + - * + ) i
Ceb121 - - + - 4 ¥ i i
Ceb128 - - - - - - - - * )
Ceb130 - - + - + + T . i} *

+: DL significativo p<0,05. -: sem DL. *: I6¢ci com mesmo Idci.

Duas razbes podem estar por trds de um DL entre loci conforme o demonstrado na
Tabela 5. Por um lado, loci ligados por DL podem estar proximos fisicamente, sendo
provavelmente passados em conjunto de uma geragao a outra; por outro lado, os loci em
DL podem estar sob selecdo natural (pouco provavel tratando-se de STR, a menos que
estes estejam em LD com loci funcionais, ndo investigados aqui). Geralmente, a indicagédo
no caso de DL é de descarte de um dos marcadores para as analises, pois o0 uso dos dois
STRs poderia replicar a mesma informacdo, jA que se assume que sdo independentes
(Selkoe & Toonen, 2006). Vale lembrar que a populacdo do PNSC é uma populacao
pequena e alguns dos marcadores descritos apresentam poucos alelos (ver Ng, Tabela 6), o
gue aumenta as chances de erro, mas também de fendmenos reais como deriva e efeito do
fundador. Vale destacar que o trabalho de campo realizado para obtencdo das amostras
(entre os anos de 2015 e 2019) obteve amostras biolégicas de mais de 75% de toda a
composi¢do do grupo, que variou de 38 a 43 animais). Assim, as genotipagens, por lécus,

representam uma amostragem bastante significativa da real populagdo da PF.

4.3 Resultados por populacao

As Tabelas 6 e 7 apresentam os dados encontrados de diversidade dos loci para cada
uma das populagdes de S. libidinosus analisada para este trabalho. Além disso, a Tabela 10
apresenta dados de frequéncias alélicas por populacdo por locus.
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Pode-se notar que analisando apenas a populacdo do PNSC, apenas trés dos dez
microssatélites analisados se encontram com menores percentuais de heterozigose do que o
esperado de forma significativa (Ceb03, Ceb08 e Cebl21), diferentemente de quando
analisadas as duas popula¢Ges em conjunto. A Tabela 8 mostra o nimero de individuos
observados e esperados para cada genotipo para a populagdo do PNSC. Os valores de P(p)
e Pup)SIBS acumulado foram elevados na populagdo do PNSC (Pap) = 6,09 x 107;
Pap)SIBS = 4,82 x 10™). Os valores de Fis (coeficiente de endogamia) para os individuos

do PNSC variaram de -0,37 a 1, tendo como média Fis~ 0,2.
Tabela 6. Dados dos STRs padronizados para a populacéo de S. libidinosus do PNSC.

Locus N Na Ne AE Ho Hg Pawe Fis Pap) Pap)SIBS
Ceb3 21 7 4,570 1 0,61905 0,80023 0,00637 0,2264 0,076718 0,37859
Ceb8 19 3 2,278 0 0,36842 0,5761 0,04089 0,3605 0,284493 0,540652
Ceb9 21 5 2,633 3 0,57143 0,63531 0,12411 0,1005 0,216013 0,493912
Cebll 25 4 1,617 3 0,28 0,38939 0,13511 0,2809 0,429615 0,666604
Cebl115 21 2 1,800 0 0,47619 0,45528 1 -0,0459 0,407407 0,62963
Ceb119 19 3 2,181 0 0,76471 0,55793 0,23048 -0,3706 0,289656 0,551653
Ceb120 20 5 2,667 4 0,55 0,64103 0,26561 0,1420 0,186905 0,484226
Ceb121 27 2 1,077 1 0 0,07268 0,01874 1,0000 0,364971 0,930577
Ceb128 24 1 1,000 0 - - - - - -
Ceb130 23 6 2,989 4 0,6087 0,68019 0,1613 0,1051 0,157592 0,456695
Meédia 38 22812 1,6 0,47094 0,53424 0,1999  0,00000609*  0,00482*

N: nimero de individuos genotipados. Na: nimero de alelos. Ng: nimero efetivo de alelos. AE: Alelos
Exclusivos. Ho: Heterozigose observada. He: Heterozigose esperada. Pgpy: Probabilidade de identidade.
Pup)SIBS: Probabilidade de identidade considerando a presenga de irm&os. Valores em negrito apresentam
p<0.05. *Valor de Plq acumulado para identificacdo usando todos os marcadores.

Para a populacdo do PET, destaca-se que dois dos STRs ndo apresentaram
variabilidade, Ceb11l e Ceb128, com apenas um alelo. Adicionalmente, dois dos STRs
analisados apresentaram desvio do HWE, Ceb03 e Ceb121, sendo dois dos mesmos
reportados para a populacdo do PNSC. Valores de P(p) e Pup)SIBS foram parecidos com os
valores apresentados para o PNSC, assim como os valores de P(p) e Pap)SIBS acumulados
Papy) = 6,95 x 107"; Pup)SIBS = 4,86 x 10*. Os valores de Fis para os individuos do PET
variaram de -0,05 a 0,45, tendo como média Fis = 0,19. A Tabela 9 mostra o nimero de
individuos observados e esperados para cada genotipo para a populacéo do PET.

Os valores de Fis foram muito parecidos para ambas as populacGes, girando em
torno de ~0,2, o que indica um déficit de heterozigotos em ambos o0s grupos, que pode

estar associado com alta endogamia. Altos valores Fis estiveram presentes em marcadores
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que desviaram do HWE, reforcando essa conclusdo. No entanto, mais populacdes naturais
devem ser analisadas para que os valores de Fis possam de fato ser comparados entre
populagdes.

Tabela 7. Dados dos STRs padronizados para a populacdo de S. libidinosus do PET.

Loécus N Na NE AE Ho He Puwe Fis Pap) Pap)SIBS
Ceb3 8 7 2,844 1 0,3750 0,6917 0,0078  0,4578 0,146759 0,462471
Ceb8 7 32,390 0 0,5714 0,6264 0,5132  0,0877 0,239223 0,518989
Ceb9 7 4 3,161 2 0,4286 0,7363 0,2620  0,4179 0,157591 0,447561
Cebll 9 1 - 0 - - - - - -
Cebl15 8 2 1,670 0 0,3333 0,4248 1,0000  0,2154 0,439015 0,659136
Cebl19 8 3 2882 0 0,7143 0,7033 0,2762 0,0_1 56 0,193669 0,471887
Ceb120 7 3 2333 2 0,4286 0,6154 0,4762  0,3036 0,253644 0,527697
Cebl121 9 3 2418 2 0,5556 0,6209 0,0442  0,1053 0,240112 0,516818
Ceb128 9 1 - 0 - - - - - -
Ceb130 8 4 2246 2 0,6250 0,5917 1,0000 0,0-563 0,242523 0,533287
Média 3,1 2,493 0,9 0,5040 0,6263 0,1895  0,00000695*  0,00486*

N: nimero de individuos genotipados. Na: nimero de alelos. Ng: nimero efetivo de alelos. AE: Alelos
Exclusivos. Ho: Heterozigose observada. He: Heterozigose esperada. Pgpy: Probabilidade de identidade.
Pup)SIBS: Probabilidade de identidade considerando a presenga de irm&os. Valores em negrito apresentam
p<0.05. *Valor de Plq acumulado para identificacdo usando todos os marcadores.

Valores de Pgp) indicam a probabilidade de retirar ao acaso dois individuos dessa
populacdo com o0 mesmo gendtipo para cada l6cus. Pup)SIBS indica a probabilidade de que
dois irmdos tenham o mesmo genotipo nessa populacdo analisada, ou seja, qudo provavel €
que dois individuos diferentes (neste caso irméos) tenham o mesmo genétipo considerando
estes marcadores (Arandjelovic & Vigilant, 2018). Esses valores variam de populacdo para
populacdo e indicam se um conjunto de microssatélites é suficiente ou ndo para distinguir
individuos considerando a populagdo em questdo. Menores valores de Papy € Pap)SIBS
indicam maior sensibilidade dos dados para analises genealdgicas. Os valores encontrados
neste estudo para ambas as populacdes estdo na escala de 10 para Pgpy e 10 para
Pap)SIBS. Estima-se que valores aceitaveis de Pp) se encontram entre 102 e 10 para que
seja acurada a diferenciagcdo entre os individuos de uma populacdo (Arandjelovic &
Vigilant, 2018; Waits et al., 2001). No entanto, recomenda-se 0 uso de Pup)SIBS para
avaliar se 0 numero de loci e a heterozigosidade observada estdo de fato adequados para
diferenciar individuos em populagdes em que ha individuos muito aparentados (que é o
caso deste estudo). Os autores ainda ressaltam que popula¢bes com individuos muito

aparentados ou com genotipagens errbneas modificam a confianga estatistica desses
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preditores, acrescentando mais uma razdo pela qual devem ser usados os valores de
Pup)SIBS (Waits et al., 2001).

Valores adequados de Pap) e Pup)SIBS que podem ser tomados como parametros
para estudos genealdgicos dependem de muitos fatores, como de tamanho de amostragem,
tamanho de populagdo na natureza, etc. Valores de Pap)SIBS reportados para C. capucinus
usando 18 microssatélites incluindo os 10 reportados aqui foi de Pup)SIBS = 10, 0 que foi
considerado um valor adequado (Muniz & Vigilant, 2008), muito parecido com o valor
encontrado para as populacdes do PET e do PNSC. Os valores de Pupy € Pup)SIBS
reportados neste estudo também estdo de acordo com outros estudos que utilizaram esses
indices para identificar individuos. Por exemplo, um estudo considerando 13
microssatélites sequenciados em peixes-boi de duas regiGes brasileiras e uma regido
venezuelana apresentou valores de Pgpy e na escala de 107 a 10° e Pp)SIBS entre 102 e
10 (Luna et al., 2021). Outro estudo com uma espécie de primata (Rhinopithecus
roxellana) também reportou resultados similares (Cai et al., 2020).

Pode-se perceber também que houve alelos exclusivos reportados em ambas as
populagdes para a maior parte dos marcadores (AePNSC:16; AePET:9). Estas populagdes,
como ja comentado anteriormente, potencialmente ndo possuem fluxo génico, pois
encontram-se distantes. A populacdo do PET €é uma populacdo ndo-natural, mas
introduzida a partir de individuos cuja origem é desconhecida e, portanto, com incipiente
historia de crescimento autdctone. Isso dificulta a interpretacdo os dados desta populacao a
partir dos dados de microssatélites. No entanto, a genotipagem destes individuos auxiliou
para uma melhor caracterizacdo dos microssatélites aqui apresentados.

Ainda assim, a anéalise de estrutura de populacbes para Ak=2 mostrou claramente
que ha dois componentes genéticos mais destacados nas populacdes de S. libidinosus, pelo
menos considerando os animais investigados. Talvez esteja refletindo diferencas entre S.
libidinosus da Caatinga (PNSC) e aqueles da Mata Atlantica, que seriam mais prevalentes
no PET (Figura 4).

Nossos resultados demonstram que houve sucesso na transferabilidade de
microssatélites da espécie C. capucinus para a espécie de S. libidinosus. Com excecdo de
Ceb128, que ndo resultou polimdrfico, os demais STRs sequenciados para este estudo
foram polimorficos e se demonstraram relevantes para estudos populacionais em S.

libidinosus.
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Figura 4. Resultados da analise do STRUCTURE v. 2.3.4 para Ak=2, sendo a populagdo do PNSC
denominado como 1 e a populagdo do PET, 2.
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4.4 Perspectivas:

Os resultados e discussdo apresentados no presente trabalho sdo de cunho
preliminar. Por um infortdnio devido a pandemia de COVID-19, tivemos um atraso na
genotipagem prevista para estes STRs o que impossibilitou que possam ser apresentadas
analises mais conclusivas e finalizadas neste trabalho. Nesse sentido, como perspectivas,
temos o intuito de terminar a genotipagem dos STRs para ambas as populacdes e ampliar a
genotipagem para mais populagdes do PNSC, além de utilizar estes dados para
delineamentos geneal6gicos da populacdo da PF. Para isso, faremos a comparacdo com
dados demogréficos da populacdo do PNSC, ja disponiveis a partir de observacdes pelo Dr.
Tiago Falotico. Os dados de STR aqui apresentados também serdo comparados com
demais dados ja analisados de sequéncias mitocondriais para essas mesmas amostras
(Cantele, 2020). Além disso, a partir dos estudos genealdgicos realizados na populacéo da
PF ser& possivel responder ao questionamento evolutivo apresentado na justificativa desse
trabalho. Ou seja, a partir da identificacdo de parentesco, se estabelecerd, pela primeira
vez, se 0 acesso ao alimento processado com o uso de ferramentas também traz ganho

adaptativo no quesito reproducéo.
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Tabela 8. Dados de frequéncias de gendtipos observados e esperados para os marcadores polimorficos calculados para a populagdo do PNSC.

Ceb03* Ceb08* Ceb09 Cebl1 Ceb115 Ceb119 Ceb120 Ceb121* Ceb130
Gen. No Ng Gen. No Ng Gen.  No Ng Gen.  No Ng Gen. No Ng Gen.  No Ng Gen.  No Ng Gen.  No Ng Gen. No Ng

169,169 5 222 179,179 4 284 187,187 7 4,63 242242 0 0,00 146,146 9 922 267267 4 576 273273 0 0,26 164,164 26 25,02 284284 0 0,02
173,169 3 3,07 183,179 6 8,11 195187 0 146 250242 1 0,78 150,146 10 9,56 271,267 2 1,82 277273 3 1,15 200,164 0 196 288284 0 049
173,173 2 0,88 183,183 7 5,14 195195 0 0,07 250,250 16 14,35 150,150 2 222 271271 0 0,09 277277 1 092 200,200 1 0,02 288288 2 1,22
217,169 0 034 187,179 1 122 199,187 6 7,80 254242 0 0,20 279,267 10 6,67 289,273 1 2,82 292,284 2 1,02
217,173 0 0,22 187,183 0 1,62 199,195 3 1,17 254250 5 7,76 279,271 1 1,00 289,277 3 5,08 292,288 3 5,62
217,217 0 0,00 187,187 1 0,08 199,199 2 2,93 254254 2 0,92 279,279 0 1,67 289,289 8 592 292292 7 5,62
233,169 0 1,02 207,187 0 0,98 258242 0 0,02 293273 1 0,38 296,284 0 0,31
233,173 2 0,66 207,195 0 0,15 258250 0 0,78 293,277 1 0,69 296,288 4 1,71
233217 0 0,07 207,199 2 0,78 258254 1 0,220 293,280 1 1,69 296,292 3 3,58
233,233 0 0,07 207,207 0 0,02 258258 0 0,00 293,293 0 0,08 296,296 0 047
237,169 0 1,71 211,187 0 0,49 297,273 0 0,13 300,284 0 0,09
237,173 0 1,10 211,195 0 0,07 297,277 0 0,23 300,288 0 0,49
237217 0 0,12 211,199 1 0,39 297,280 1 0,56 300,292 1 1,02
237,233 0 037 211,207 0 0,05 297,293 0 0,08 300,296 0 031
237,237 1 0,24 211,211 0 0,00 297,297 0 0,00 300,300 0 0,02
241,169 1 2,39 308,284 0 0,04
241,173 0 1,54 308,288 0 0,24
241,217 0 0,17 308,292 0 0,51
241,233 1 0,51 308,296 0 0,16
241,237 2 0,85 308,300 1 0,04
241,241 1 0,51 308,308 0 0,00
249,169 0 1,02

249,173 0 0,66

249,217 1 0,07
249,233 0 0,22



249,237 1 0,37
249,241 1 0,51
249,249 0 0,07
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Gen: Genotipo. No: nimero de individuos observados com esse genotipo. Ne: NUmero de individuos que se esperaria observar para esse genoétipo.*STRs que

desviaram do HWE de forma significativa.

Tabela 9. Dados de frequéncias de gendétipos observados e esperados para os marcadores polimdrficos calculados para a populacdo do PET.

Ceb03* Ceb08 Ceb09 Ceb115 Ceb119 Ceb120 Ceb121* Ceb130
Gen. No Ng Gen. No Ng Gen. No Ng Gen. No Ng Gen. No Ng Gen. No Ng Gen. No Ng Gen. No Ng
169,169 4 240 179,179 0 0,23 187,187 1 0,2 146,146 5 4,59 267,267 0 046 257257 0 0,08 164,164 4 2,65 222222 0 0,07
173,169 1 0,60 183,179 3 1,85 203,187 1 0,9 150,146 3 3,82 271,267 1 185 285257 1 1,23 168,164 0 1,76 226,222 0 0,13
173,173 0 0,00 183,183 2 2,15 203,203 1 0,5 150,150 1 0,59 271,271 2 1,15 285285 3 2,15 168,168 0 0,18 226,226 0 0,00
177,169 0 1,20 187,179 0 0,69 207,187 0 14 279,267 3 1,23 289,257 1 0,62 188,164 2 294 284222 1 1,33
177,173 0 0,13 187,183 1 1,85 207,203 1 1,8 279,271 1 1,85 289,285 1 246 188,168 3 0,88 284226 1 0,67
177,177 1 0,07 187,187 1 0,23 207,207 2 1.2 279,279 0 046 289,289 1 046 188,188 0 0,59 284,284 3 3,00
217,169 0 0,60 219,187 0 0,2 288,222 1 0,40
217,173 0 0,07 219,203 0 0,3 288,226 0 0,20
217,177 0 0,13 219,207 1 0,5 288,284 2 2,00
217,217 0 0,00 219,219 0 0,0 288,288 0 0,20
237,169 0 0,60
237,173 0 0,07
237,177 0 0,13
237,217 0 0,07
237,237 0 0,00
241,169 0 0,60
241,173 0 0,07
241,177 0 0,13
241,217 0 0,07
241,237 1 0,07



241,241
249,169
249,173
249,177
249,217
249,237
249,241
249,249

S o o o

0
0

0,00
0,60
0,07
0,13
0,07
0,07
0,07
0,00
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Gen: Genotipo. No: nimero de individuos observados com esse gen6tipo. Ne: NUmero de individuos que se esperaria observar para esse gendtipo.*STRs que
desviaram do HWE de forma significativa.

Tabela 10. Frequéncias alélicas por marcador por populacdo analisada para os STRs polimérficos.

Ceb03 Ceb08 Ceb09 Cebl11 Ceb115 Ceb115 Ceb120 Ceb121 Ceb130
Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET Alelo PNSC PET
169 0,33 0,56 179 040 0214 187 048 021 242 0,02 0 146 0,67 0,72 267 0,59 0286 257 0,00 0,14 164 096 056 222 0,00 0,13
173 0,21 0,06 183 0,53 0,571 195 0,07 0,00 250 0,76 1 150 033 028 271 0,09 0429 273 0,13 0,00 168 0,00 0,17 226 0,00 0,06
177 0,00 0,13 187 0,08 0214 199 038 0,00 254 0,20 0 279 032 0286 277 023 0,00 188 0,00 028 284 0,04 0,63
217 0,02 0,06 203 0,00 0,29 258 0,02 0 285 0,00 0,57 200 0,04 0,00 288 024 0,19
233 0,07 0,00 207 0,05 0,43 289 0,55 0,29 292 0,50 0,00
237 0,12 0,06 211 0,02 0,00 293 0,08 0,00 296 0,15 0,00
241 0,17 0,06 219 0,00 0,07 297 0,03 0,00 300 0,04 0,00
249 0,07 0,06 308 0,02 0,00
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5 CAPITULO V: EVOLUTIONARY ANALYSIS OF THE ANTI-VIRAL
STAT2 GENE OF PRIMATES AND RODENTS: SIGNATURE OF
DIFFERENT STAGES OF AN ARMS RACE

Luane Jandira Bueno Landau, Bibiana Sampaio de Oliveira Fam, Yuri Yépez,
Gabriela Barreto Caldas-Garcia, Alcides Pissinatti, Tiago Falotico, Guillermo Reales,
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different stages of an arms race, Infection, Genetics and Evolution, Volume 95, 2021,
105030, ISSN 1567-1348, https://doi.org/10.1016/j.meeqid.2021.105030 (disponivel em
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: STAT2 plays a strategic role in defending viral infection through the signaling cascade involving the immune
STAT2 system initiated after type I interferon release. Many flaviviruses target the inactivation or degradation of STAT2
SH2 domain X as a strategy to impair this host’s line of defense. Primates are natural reservoirs for a range of disease-causing
I}::::E:r evolution flaviviruses (e.g., Zika, Dengue, and Yellow Fever virus), while rodents appear less susceptible. We analyzed the
Flavivirus infection STAT2 coding sequence of 28 Rodentia species and 49 Primates species. Original data from 19 Platyrrhini species
Rodentia were sequenced for the SH2 domain of STAT2 and included in the analysis. STAT2 has many sites whose vari-
Arms race ation can be explained by positive selection, measurement by two methods (PALM indicated 12, MEME 61). Both

evolutionary tests significantly marked sites 127, 731, 739, 766, and 780. SH2 is under evolutionary constraint
but presents episodic positive selection events within Rodentia: in one of them, a moderately radical change
(serine > arginine) at position 638 is found in Perontyscus species, and can be implicated in the difference in
susceptibility to flaviviruses within Rodentia. Some other positively selected sites are functional such as 5, 95,
203, 251, 782, and 829. Sites 251 and 287 regulate the signaling mediated by the JAK-STAT2 pathway, while
782 and 829 create a stable tertiary structure of STAT2, facilitating its connection with transcriptional co-
activators. Only three positively selected sites, 5, 95, and 203, are recognized members who act on the inter-
face between STAT2 and flaviviruses NS5 protein. We suggested that due to the higher evolutionary rate, rodents
are, at this moment, taking some advantage in the battle against infections for some well-known Flaviviridae, in
particular when compared to primates. Our results point to dynamics that fit with a molecular evolutionary
scenario shaped by a thought-provoking virus-host arms race.

2013; Jennings and Sang, 2019; Wang. B et al., 2020; Boudinot et al.,
2021).

1. Introduction

1.1. The first line of defense against viral infection and the mammalian
STATZ role

During the animals’ evolutionary trajectory, efficient strategies to
combat a large diversity of pathogens have evolved. For instance, upon
virus infection, type I interferons (IFNs) are expressed in the vertebrate
hosts, triggering a complex signaling molecular cascade that inhibits
viral replication, containing the disease associated with it (Xu et al.,

In mammals, in addition to IFNs such as [FNa, aw, B, 8, &, {, K, T, ®,
many other gene products are involved in the sophisticated activation of
the host antiviral defense program, among which members of the signal
transducer and activator of transcription (STAT) protein family (Jen-
nings and Sang, 2019; Boudinot et al., 2021). Based on in silico, in vitro,
and in vivo studies with humans and animal models, once released on
extracellular space, type I IFNs bind to their membrane receptors
(IFNAR), leading to the receptors’ oligomerization. Posteriorly, Janus
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6 CAPITULO VI: CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho se prop0s a fazer uma anélise evolutiva de primatas, aportando dados
novos de sequenciamento e genotipagem de espécies Platyrrhini, a partir de duas
abordagens diferentes.

A primeira abordagem tratada neste trabalho diz respeito a analise de diversidade
genética em populagdes de S. libidinosus. Tivemos sucesso em transferir 9 dos 10 STRs
descritos anteriormente para C. capucinus (Muniz & Vigilant, 2008) para a espécies S.
libidinosus. Foi possivel descrever de forma preliminar alguns parametros de diversidade
genética, ainda que estes serdo futuramente atualizados. A partir dos dados de genotipagem
apresentados aqui, obtivemos valores de Papy e Pup)SIBS compativeis com a utilizacéo
para analises de parentesco nas populacGes, que serdo futuramente comparadas com 0s
dados observacionais e demogréaficos da populacdo do PNSC. Este estudo € um importante
passo para a constru¢cdo do conhecimento genético e evolutivo particularmente da
populacdo da Serra da Capivara, cuja caracteristica mais marcante é a sua cultura de uso
de ferramentas com heranca horizontal e transgeracional.

Investigacdes evolutivas com pNH sdo relevantes por duas raz6es fundamentais:
para contribuir com o entendimento da ecologia e evolucao das espécies sob investigacdo a
fim de elaborar planos de conservacgdo, e também para compreender um pouco mais sobre
a evolucdo humana e de outros hominineos, que tém trajetdrias evolutivas também
caracterizadas pela presenca de culturas potencialmente adaptativas. Nesse sentido, este
trabalho contribui para ambas as razbes descritas acima. Individuos S. libidinosus do
Grupo da PF do PNSC usam ferramentas de uma forma notavel, e nada ou pouco se sabe
sobre 0 sucesso reprodutivo dos individuos mais observados pelos jovens aprendizes, por
exemplo. Desvendar este cenario podera também contribuir para o entendimento sobre o
inicio do desenvolvimento da cultura dos hominineos, seja da nossa espécies seja de
especies extintas que tambem faziam uso de ferramentas. Além disso, desvendar detalhes
padrdes de diversidade do grupo populacional da PF também podera contribuir para o
manejo e sua conservagao, ja que sua existéncia estd ameacada.

Também abordamos, em estudo ja publicado, a relevante questdo da guerra

armamentista evolutiva entre patégeno e hospedeiro, e 0 quanto estudos dessa natureza
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podem ajudar no entendimento de epidemias como foi 0 caso de surto de Zika no nordeste
brasileiro e da corrente pandemia de Covid-19. Este trabalho também teve o intuito de
contribuir para o esfor¢co cientifico que tem sido feito internacionalmente para
compreender grandes epidemias/pandemias virais e como preveni-las. Sendo assim,
acreditamos que o aporte tedrico do trabalho aqui apresentado possui relevancia para a
comunidade cientifica tendo em conta as razdes sobrescritas.

Neste mesmo estudo, j& publicado, foi levado em conta a coevolucdo entre
flavivirus e seus hospedeiros mamiferos, considerando aqui roedores e primatas. Para isto,
aportamos dados de sequenciamento originais de diversas espécies de pNM que foram
usados em analises evolutivas detalhadas do gene STAT2 e seu dominio SH2. Somamos a
isso, uma analise de coevolugdo entre a respectiva proteina e a proteina NS5 de flavivirus.
Encontramos resultados que julgamos importantes para o entendimento da guerra
armamentista evolutiva entre a proteina de ambos primatas e roedores e as infec¢bes de
flavivirus, que provavelmente tiveram origem ha centenas de milhares de anos (Meyerson
& Sawyer, 2011). Parte dos resultados evolutivos apresentados para o gene STAT2
provavelmente estdo relacionados a essa guerra armamentista evolutiva. Roedores
apresentaram maiores taxas evolutivas de STAT2, um maior nimero de sitios de interacdo
com NS5 viral que estdo coevoluindo e um maior nimero de sitios sob selecdo positiva
quando comparados aos primatas. A partir desses resultados, inferimos que roedores
provavelmente apresentam vantagens evolutivas na batalha contra infec¢bes por flavivirus
qguando comparados aos primatas, pelo menos considerando o conjunto de espécies
investigadas. Outros resultados pontuais vdo na mesma direcdo, como por exemplo uma
Arginina na posicao 638 presente somente em espécies do género Peromyscus que esta sob
selecdo positiva episodica, poderia estar relacionada a uma resisténcia a infec¢es por um
tipo especifico de flavivirus passado por carrapatos. Além destes resultados, foram
encontrados cinco sitios sob sele¢do positiva em roedores e primatas considerando dois
métodos de investigagdo evolutiva. Ainda ndo ha relatos na literatura sobre a
funcionalidade destes sitios e estudos funcionais serdo fundamentais para elucidar quais as
consequéncias das mudancas nessas posi¢les da proteina STAT2. Finalmente, é importante
destacar que ainda é um desafio para os geneticistas extrapolar o quanto caracteristicas
geneéticas taxon-especificas sdo fontes causais na determinacdo de fenotipos adaptativos

taxon-especificos. No entanto, acreditamos que foi possivel, com este trabalho, sugerir
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uma parte do repertério genético em primatas e roedores que contribui para a variedade de

desfechos por infeccdo de flavivirus em ambos clados.
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